Caracterização do papel dos genes TYMS e MTR no desenvolvimento de Cancro Colo-Rectal by Carmona, Bruno Filipe Sousa
UNIVERSIDADE NOVA DE LISBOA
FACULDADE DE CIÊNCIAS MÉDICAS
“Caracterização do papel dos genes TYMS e MTR no
desenvolvimento de Cancro Colo-Rectal”
Bruno Filipe Sousa Carmona
Doutoramento em Ciências da Vida
2015

UNIVERSIDADE NOVA DE LISBOA
FACULDADE DE CIÊNCIAS MÉDICAS
“Caracterização do papel dos genes TYMS e MTR no
desenvolvimento de Cancro Colo-Rectal”
Bruno Filipe Sousa Carmona
Tese orientada pelo Professor Doutor Rui Miguel Duque de Brito e pelo
Professor Doutor José Alexandre de Gusmão Rueff




Caracterização do papel dos genes TYMS e MTR no desenvolvimento de Cancro Colo-Rectal
III
Esta tese foi suportada por uma Bolsa de Doutoramento da Fundação para a Ciência e
Tecnologia SFRH/BD/31143/2006
Caracterização do papel dos genes TYMS e MTR no desenvolvimento de Cancro Colo-Rectal
IV
Caracterização do papel dos genes TYMS e MTR no desenvolvimento de Cancro Colo-Rectal
V
“A dignidade da inteligência está em reconhecer
que é limitada e que o Universo está fora dela”
Fernando Pessoa (Barão de Teive) – A Educação do Estóico
Caracterização do papel dos genes TYMS e MTR no desenvolvimento de Cancro Colo-Rectal
VI
Caracterização do papel dos genes TYMS e MTR no desenvolvimento de Cancro Colo-Rectal
VII
Em resultado do trabalhado realizado na presente Tese de Doutoramento foram obtidas as
seguintes publicações:
a) Bruno Carmona, Catarina Guerreiro, Marília Cravo, Carlos Nobre-Leitão, Miguel Brito
5’ and 3’ UTR Thymidylate Synthase Polymorphisms modulate the risk of colorectal
cancer independently of the intake of methyl group donors.
Molecular Medicine Reports, 2008, Outubro; 1(5); 747-52
b) Catarina Guerreiro, Bruno Carmona, Susana Gonçalves, Elisabete Carolino, Paula
Fidalgo, Miguel Brito, Carlos Nobre-Leitão, Marília Cravo
Polymorphisms in 5, 10-methylenetetrahydrofolate, methionine synthase and
cytoplasmatic serine hydroximethyltransferase affect the risk of colorectal cancer (CRC)
in Portuguese patients according to folate, but not other methyl-related nutrients and/or
alcohol intake.
American Journal of Clinical Nutrition, 2008 Nov; 88(5); 1413-8
c) Bruno Carmona, Marília Cravo, Miguel Brito
Thymidylate Synthase and Methionine Synthase are overexpressed in colorectal cancer.
Submetido
d) Bruno Carmona, Miguel Brito, José Rueff
One-carbon metabolism genes polymorphisms and colorectal cancer: a review.
In prep
Caracterização do papel dos genes TYMS e MTR no desenvolvimento de Cancro Colo-Rectal
VIII
Caracterização do papel dos genes TYMS e MTR no desenvolvimento de Cancro Colo-Rectal
IX
AGRADECIMENTOS
Ao longo dos anos que decorreram desde o ínicio desta Tese de Doutoramento muitas foram as
pessoas que ajudaram a percorrer este caminho. Desta forma gostaria de agradecer a TODOS
os que de alguma forma contribuíram para que este trabalho chegasse a bom porto.
Em particular gostaria de agradecer:
Ao Professor Doutor Miguel Brito por me ter acompanhado nesta aventura de me ter como aluno
de Doutoramento, por me ter ajudado a construir este projecto, pela orientação e críticas feitas
ao longo de todos estes anos. Obrigado por me ter ajudado em todos os momentos, os bons e
os maus, de forma a ultrapassar todos os obstáculos que sempre surgem quando nos propomos
a um projecto deste tipo. Obrigado acima de tudo por em momentos-chave da minha vida ter tido
a capacidade de com uma palavra amiga ajudar a superar as dificuldades.
Ao Professor Doutor José Rueff por ter aceitado o desafio de me ter como seu aluno de
doutoramento, pela disponibilidade demonstrada, pelo acompanhamento dado ao longo de todo
o tempo e pelas palavras amigas com que sempre me recebeu e encorajou.
Á Fundação para a Ciência e Tecnologia pela Bolsa de Doutoramento concedida
(SFRH/BD/31143/2006)
À Escola Superior de Tecnologia da Saúde de Lisboa por me ter acolhido nos seus laboratórios
para a realização deste projecto.
À Professora Doutora Marília Cravo pela ajuda na obtenção das amostras e pela construção do
projecto que esteve na base desta tese, assim como na discussão dos resultados obtidos.
À Professora Doutora Catarina Guerreiro pela disponibilização dos dados alimentares, pela
amizade e companheirismo no laboratório.
Ao longo de todos estes anos muitas pessoas passaram pelo laboratório onde este trabalho
decorreu. A todas elas gostaria de agradecer pelos bons momentos passados enquanto colegas
de trabalho. Gostaria de começar por agradecer à Joana Malta-Vacas, a Cátia Aires e a Patrícia
Costa. Com elas demos início ao laboratório de investigação, uma verdadeira aventura, na qual
aprendi bastante com todas elas. Obrigado pela ajuda nos trabalhos, nas discussões realizadas
e pela amizade criada. Gostaria ainda de agradecer à Dolores Prudêncio, Elisabete Costa, Filipa
Quintaneiro, Rui Plácido, Sandra Raicar, Susana Gonçalves, Gilberto Matias, João Lourenço,
Ana Moleirinho, Carina Ladeira. Gostaria ainda de agradecer à Alice Melão, à Carla Mota e à
Ana Oliveira pela amizade especial criada entre nós.
Caracterização do papel dos genes TYMS e MTR no desenvolvimento de Cancro Colo-Rectal
X
Não só no laboratório foram criadas amizades e muitas outras pessoas me ajudaram neste
caminho mesmo não trabalhando neste projecto comigo. Assim gostaria de agradecer à
Professor Doutora Luísa Veiga pela amizade, boa disposição e pela preocupação que sempre
demonstrou por mim. Ao Professor Doutor Mário Pádua pela grande amizade criada, por ser
uma pessoa que me apoiou sempre e que me ensinou muito sobre ciência e sobre a vida. Ao
Professor Doutor Mário Gomes pelo bom amigo que é e pelos momentos de diversão que
sempre consegue criar. Ao Professor Doutor Paulo Guerreiro pela amizade demonstrada.
Á Professora Doutora Helena Soares por toda uma amizade que foi crescendo, por todo o apoio,
conselhos científicos e pessoais que me foi dando ao longo do tempo. Tenho muito gosto em
poder considerá-la uma amiga. Agradecer ao grupo de trabalho da Professora Helena Soares
onde sempre me senti em casa e por me tratarem como pertencendo ao grupo. Neste lote de
pessoas quero dar destaque à Professora Doutora Sofia Nolasco que é uma verdadeira amiga e
uma fonte enorme de boa disposição. Muito obrigado a ela por todo o apoio laboratorial e pelas
palavras amigas que sempre teve para mim.
Ao meu grande Amigo João Gonçalves, por todo o apoio que me tem dado nos quase 16
anos(!!!) que nos conhecemos. Sem o seu apoio, mesmo à distância, todo este percurso teria
sido muito mais difícil.
À minha grande Amiga Paula Ferreira, por ter sido uma fonte inesgotável de apoio, um ombro
amigo nos momentos mais difíceis e alguém com quem pude partilhar as minhas alegrias. Muito
obrigado por tudo.
À minha Família por todo o apoio e Amor incondicional dado, principalmente nos momentos mais
difíceis sempre soube que eles estavam lá para mim. Não posso deixar de dar uma palavra
especial de agradecimento aos meus Avós, uma fonte de inspiração para mim; ao meu Pai, por
ser a pessoa com a palvra certa sempre que precisei; à minha Mãe, sempre que precisei esteve
lá para mim, todos os dias desde o dia 0; ao meu Irmão, por ser quem sempre me ouviu quando
mais precisei.
À Rita, por todo o tempo de ausência que suportou, por todos os dias difíceis que me ajudou a
ultrapassar, por toda a confiança e apoio que me demonstrou nestes anos. Obrigado por toda a
serenidade e Amor que me transmitiste.
Á minha filha Maria, que se tornou na minha fonte inesgotável de Felicidade, Energia e Amor
desde o dia que nasceu.










1.1 Cancro do Cólon e Recto .............................................................................................................4




2. Ciclo do Folato .....................................................................................................................9
2.1 Timidilato Sintetase ....................................................................................................................12
Estrutura do Gene e Proteína ......................................................................................................12





Estrutura do Gene e Proteína ......................................................................................................21





3. Doença de Crohn ...............................................................................................................27






I. ESTUDO 1 – Risco de Cancro Colo-Rectal associado ao polimorfismo C677T da 5,10-
Metilenotetrahidofolato Reductase, em pacientes Portugueses, depende da ingestão de nutrientes
dadores de grupos metilo ..........................................................................................................................71
II. ESTUDO 2 – Polimorfismos 5’ e 3’ UTR da Timidilato Sintetase modulam o risco de Cancro Colo-
Rectal de forma independente da ingestão de dadores do grupo metilo ..................................................87
Caracterização do papel dos genes TYMS e MTR no desenvolvimento de Cancro Colo-Rectal
XII
III. ESTUDO 3 – Timidilato Sintetase e Metionina Sintetase encontram-se sobre-expressas em Cancro
do Cólon e Recto.....................................................................................................................................103
IV. ESTUDO 4 – Polimorfismo A2756G MTR como factor de susceptibilidade para o desenvolvimento de










Figura 1 - Ciclo do Folato…………………………………………………………………………..………10
Figura 2 - Esquema do gene da timidilato sintetase humana…………………………………………12
Figura 3 - Esquema dos transcritos possíveis do gene timidilato sintetase...…………………….….13
Figura 4 - Diagrama cristalográfico do dímero da enzima timidilato sintetase obtido por difracção de
raio-x com uma resolução de 1,8 Å………………………………………………………......14
Figura 5 - Esquema do gene da metionina sintetase humana…………………………………………21
Figura 6 - Diagrama cristalográfico do domínio de activação da enzima metionina sintetase obtido
por difracção de raio-x com uma resolução de 1,8 Å……………………………………….22
CAPÍTULO 2
Estudo 2
Figura 1 – Ciclo do Folato………………………………………………………………………………….91
Estudo 3
Figura 1 – Ciclo do Folato………………………………………………………………………………...106
Figura 2 – Expressão tumoral relativa por amostra……………………………………………………111
Figura 3 - Média da expressão tumoral relativa dos genes SHMT1 e TYMS, de acordo com os
respectivos polimorfismos……………………………………………………………………112
Estudo 4
Figura 1 – Ciclo do Folato………………………………………………………………………………...123
Caracterização do papel dos genes TYMS e MTR no desenvolvimento de Cancro Colo-Rectal
XIV




Tabela 1 - Resumo dos estudos efectuados sobre os polimorfismos da TYMS……………………19
CAPÍTULO 2
Estudo 1
Tabela 1 - Ingestão nutricional diária dos participantes………………………………………………...78
Tabela 2 - Frequências genotípicas e associação com o risco de CCR……………………………...79
Tabela 3 - Odds Ratio (OR) para o risco de CCR de acordo com o polimorfismo C677T MTHFR e a
dieta……………………………………………………………………………………………...80
Estudo 2
Tabela 1 - Média da ingestão diária dos nutrientes nas duas populações……………………………93
Tabela 2 - Frequências alélicas e genotípicas para os polimorfismos da TYMS nas duas
Populações………………………………………………………………………………………94
Tabela 3 - Análise de odds ratio para os polimorfismos da TYMS…………………………………….95
Estudo 3
Tabela 1 - Primers e sondas para a genotipagem e expressão……………………………………...108
Tabela 2 – Frequências alélicas e genotípicas dos polimorfismos dos genes MTR, MTHFR, SHMT1
e TYMS…………………………………………………………………………………………110
Tabela 3 - Expressão relativa nas amostras tumorais…………………………………………………111
Estudo 4
Tabela 1 - Características dos pacientes de DC……………………………………………………….126
Tabela 2 - Ingestão Média Diária de Macro e Micronutrientes……………………………………….126
Tabela 3 - Distribuição Genotípica do Polimorfismo A2756G MTR e Risco de DC………………..127
Caracterização do papel dos genes TYMS e MTR no desenvolvimento de Cancro Colo-Rectal
XVI




28pbrpt – Repetições de 28pb da TYMS
5,10-MTHF – 5,10-metilenotetrahidrofolato
5-ASA – 5-aminosalicilatos




6pbdel – Deleção de 6pb da TYMS
aa – Aminoácido
ADH – Ácido docohexanóico
AEP – Ácido eicosapentaenóico
AGPI – Ácido gordo polinsaturado
Apc – Adenomatou polyposis coli
ATG16L1 – Autophagy-related protein 16-1
AZA – Azatioprina
BRCA1 – Breast cancer 1
BRCA2 – Breast cancer 2
CAP – Capecitabina
CBS – Cistationina beta-sintetase
CCR – Cancro colo-rectal
CDK4 – Cyclin-dependent kinase 4
Cdkn2a – Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A
DC – Doença de Crohn
Dcc – Deletado em cancro colo-rectal
DHF – Dihidrofolato
DHFR – Dihidrofolato reductase
DNA – Ácido desoxiribonucleico (desoxiribonucleic acid)
dTMP – desoxitimidilato monofosfato
dUMP – desoxiuridilato monofosfato
EUA – Estados Unidos da América
FOLFIRI – Ácido folínico e irinotecano
FOLFOX – Ácido folínico e oxiplatina
IBD – Doença inflamatórias do intestino (inflammatory bowel disease)
IL10 – Interleucina 10
IL17 – Interleucina 17
IL23 – Interleucina 23
IL23R – Receptor da interleucina 23
Caracterização do papel dos genes TYMS e MTR no desenvolvimento de Cancro Colo-Rectal
XVIII
IL8 – Interleucina 8
IRES – Internal ribosome entry site
K-Ras - V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
LV – Leucovirina
MDR1 – Multidrug resistance protein 1
Mlh 2 – MutL homolog 2
Mlh1 – MutL homolog 1
MMR – Mismatch repair genes
mRNA – RNA mensageiro
MTHFR – Metilenotetrahidrofolato reductase
MTR – Metionina sintetase
MTRR – Metionina sintetase reductase
NOD2 – Nucleotide-binding oligomerization domain 2
OMS – Organização Mundial de Saúde
ORF – Open reading frame
p53 – Proteína tumoral P53
pb – Pares de bases
SAH – S-adenosilhomocisteína
SAM – S-adenosilmetionina
SHMT – Serina hidroximetiltransferase
Th17 – T-helper 17
THF – Tetrahidrofolato
TNFα – Tumor necrosis factor α
TNM – Tumor, nódulo linfático, metástases
TPMT – Thiopurine S-methyltransferase
TYMS – Timidilato sintetase
USF-1 – Upstream stimulatory factor 1
UTR – Untranslated region
Caracterização do papel dos genes TYMS e MTR no desenvolvimento de Cancro Colo-Rectal
XIX
RESUMO
O cancro colo-rectal (CCR) é um dos cancros que possui maior taxa de mortalidade a nível
mundial. Em Portugal esta patologia é responsável pela morte de cerca de 3700 pessoas por
ano, sendo que estes números aumentam de ano para ano.
Ao longo das últimas décadas o papel das alterações genéticas na etiologia das patologias
oncológicas tem vindo a ter cada vez mais um maior destaque. O número de estudos que
avaliam a importância de polimorfismos, mutações, alterações na regulação génica e interacções
entre genes no desenvolvimento destas patologias tem aumentado exponencialmente. Com o
aumento do conhecimento da forma como estas alterações influenciam o desenvolvimento do
cancro surgiram os primeiros meios de diagnóstico genético, levando assim a uma alteração da
forma como são encarados o diagnóstico e a prevenção destas doenças. No CCR as formas
hereditárias com alterações genéticas inequivocamente identificadas representam apenas 5%
dos casos. Existem cerca de 25% que representam formas hereditárias para as quais ainda não
foram estabelecidos os padrões de alterações genéticas subjacentes. Desta forma, estudos que
venham contribuir para um maior conhecimento dos mecanismos moleculares responsáveis pelo
aumento da susceptibilidade dos indivíduos para o desenvolvimento de CCR são extremamente
importantes.
O CCR é uma patologia multifactorial, onde factores genéticos interagem com factores
ambientais no surgimento e desenvolvimento da doença. Assim, torna-se essencial integrar o
estudo das alterações genéticas no contexto ambiental onde os indivíduos em estudo se
encontram. No caso desta patologia um dos principais factores ambientais estudado é a nutrição.
Vários estudos têm sido realizados ao longo dos últimos anos de forma a compreender como
pode a ingestão dos nutrientes influenciar o desenvolvimento de CCR e de que forma interage
com as alterações genéticas individuais. O ciclo do folato é um dos processos metabólicos onde
o papel da nutrição em interacção com alterações genéticas mais tem sido estudado nos últimos
anos. Deste cruzamento entre o estudo das alterações genéticas e ambientais surge a
Nutrigenética.
O conjunto de estudos da presente tese tem como objectivo aumentar o conhecimento do papel
das alterações em genes do ciclo do folato, em interacção com factores nutricionais e de estilo
de vida, não só no desenvolvimento de CCR, mas também de outra patologia do tracto
gastrointestinal, a Doença de Crohn (DC), uma doença inflamatória muitas vezes associada
como factor de risco para o desenvolvimento de CCR. Este estudo debruçou-se essencialmente
no estudo dos genes timidilato sintetase (TYMS) e metionina sintetase (MTR) em populações
com CCR e DC, bem como no padrão nutricional destas populações com particular incidência
nos nutrientes envolvidos no ciclo do folato (folato, metionina, vitamina B6, vitamina B12).
Analisando o conjunto de resultados obtidos para os estudos do CCR podemos concluir que quer
a TYMS quer a MTR possuem um papel relevante na susceptibilidade para desenvolver esta
patologia, assim como têm destaque no funcionamento do ciclo celular durante o processo
oncogénico. Os resultados demonstram que os factores que levam a uma menor disponibilidade
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de grupos metil no ciclo de folato (baixos níveis de folato, alteração da actividade de MTR,
elevada expressão de TYMS) constituem factores de risco, muito provavelmente por
contribuírem para uma desregulação dos níveis de metionina disponível para a metilação do
DNA da célula. Demonstram ainda que em células tumorais ocorrem alterações na regulação do
ciclo do folato de forma a favorecer a síntese de DNA em detrimento da metilação do mesmo,
alterando para isso a expressão dos genes de forma a que o fluxo de grupos metil provenientes
do folato sejam encaminhados para a enzima TYMS. O polimorfismo de deleção 6pb da TYMS
surge como um factor de diagnóstico e de prognóstico de CCR para a população portuguesa.
Dos factores nutricionais analisados apenas o folato aparenta ter um papel relevante na
modelação do risco de desenvolver CCR.
Na doença de Crohn (DC) podemos verificar que a homocisteína e o seu metabolismo poderão
contribuir para o aparecimento e desenvolvimento da patologia. O aumento da homocisteína
poderá ser o responsável por um aumento da resposta auto-imune do organismo, promovendo o
aparecimento da DC. O polimorfismo A2756G MTR desempenha um papel preponderante como
factor de diagnóstico da DC, tendo sido associado pela primeira vez a esta patologia. Tem
também um papel importante no desenvolvimento da doença, uma vez que está associado a
uma idade de diagnóstico mais baixa, sugerindo assim que o desenvolvimento da doença ocorre
de forma mais precoce.
Concluindo, com este estudo pensamos ter contribuído para um melhor entendimento do papel
do ciclo do folato no desenvolvimento de CCR e DC, sendo um ponto de partida para futuras
investigações que possam revelar cada vez melhor as complexas interacções metabólicas desta
via e a sua influência nas patologias estudadas. Do nosso estudo destacamos a importância de
uma análise global das várias etapas do ciclo do folato para que se possa compreender a
dinâmica que se estabelece no desenvolvimento destas patologias, podendo diversas
alterações, quer a nível genético quer a nível nutricional, exercerem efeitos diferentes consoante
o estado dos restantes intervenientes do ciclo do folato. Acreditamos que no futuro este estudo
permitirá que o conhecimento do ciclo do folato tenha cada vez mais uma relevância
fundamental a nível de diagnóstico e terapêutica destas patologias.
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ABSTRACT
Colorectal Cancer (CRC) is one of the cancers that have a higher rate of mortality worldwide. In
Portugal this pathology is responsible for the deaths of about 3700 people per year, and these
numbers increase each year.
Over the past few decades the role of genetic changes in the etiology of oncological pathologies
has had an increasingly greater emphasis. The number of studies that evaluate the importance of
polymorphisms, mutations, changes in gene regulation and gene interactions in the development
of these diseases has increased exponentially. With the increased knowledge of how these
changes influence the development of cancer, appeared the first means for genetic diagnostic,
leading to a change in the way diagnosis is seen and in the prevention of these diseases. In CRC
the hereditary forms with clearly identified genetic changes represent only 5% of cases. There are
about 25% representing hereditary forms for which the patterns of genetic changes haven’t been
established. In this way, studies that will contribute to a greater understanding of the molecular
mechanisms responsible for increased susceptibility of individuals to the CRC development are
extremely important.
CRC is a multifactorial pathology, where genetic factors interact with environmental factors in the
emergence and development of the disease. Thus, it is essential to integrate the study of genetic
changes in the environmental context of the individuals under study. In the case of this pathology
one of the main environmental factors studied is nutrition. Several studies have been conducted
over the past few years in order to understand how the intake of nutrients can influence the
development of CRC and how nutrients interact with the individual genetic changes. The folate
cycle is one of the metabolic processes where the role of nutrition in interaction with genetic
alterations has been studied in recent years. This cross between the study of genetic and
environmental changes developed Nutrigenetics.
The set of studies of this thesis aims to increase awareness of the role of changes in genes of the
folate cycle, in interaction with nutritional factors and lifestyle, not only in the development of
CRC, but also of another pathology of the gastrointestinal tract, Crohn's disease (CD), an
inflammatory disease often associated as a risk factor for the development of CRC. This study
dealt mainly in the study of genes thymidylate synthase (TYMS) and methionine synthase (MTR)
in populations with CRC and CD, as well as in the nutritional pattern of these populations with
particular focus on nutrients involved in the folate cycle (folate, methionine, vitamin B6, vitamin
B12).
Analyzing the results obtained for the CRC studies we conclude that either the MTR TYMS have
a relevant role in susceptibility to develop this pathology, and have an important role in the
functioning of the cell cycle during oncogenesis. The results show that the factors that lead to a
lower availability of methyl groups in folate cycle (low levels of folate, change the activity of MTR,
high expression of TYMS) constitute risk factors, most likely by contribute to a dysregulation of
methionine levels available for DNA methylation of the cell. Our results also demonstrate that in
tumor cells occur changes in the regulation of the folate cycle in order to promote the synthesis of
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DNA, to the detriment of methylation of the same by changing the expression of genes so that the
methyl groups from folate are forwarded to the TYMS enzyme reaction. The deletion
polymorphism 6bp of TYMS emerges as a diagnostic and prognostic factor of CCR for the
Portuguese population. Nutritional factors analyzed only folate appears to have a major role in
modulating the risk of developing CCR.
In Crohn’s disease (CD) we can check that homocysteine and its metabolism may contribute to
the emergence and development of this pathology. Increased homocysteine may be responsible
for an increase in the body's autoimmune response, promoting the emergence of CD. The
polymorphism A2756G MTR plays a leading role as a factor of diagnosis of DC, having been
associated with this pathology for the first time. It also has an important role in the development of
the disease, since it is associated with a lower diagnostic age, suggesting that the development
of the disease occurs earlier.
In conclusion, our study has contributed to a better understanding of the role of folate cycle in the
development of CRC and CD, being a starting point for future research that may prove
increasingly complex metabolic interactions in this via and its influence on the pathologies
studied. In our study we highlight the importance of a comprehensive analysis of the various
steps of the folate cycle in order to understand the dynamics that settles in the development of
these pathologies, and a number of amendments, whether at the genetic level or at the nutritional
level, exercise different effects depending on the stage of the remaining participants in the folate
cycle. We believe that in the future this study will allow the knowledge of folate cycle to have
increasingly a fundamental relevance at the level of diagnosis and treatment of these diseases.
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O cancro é uma doença crónica responsável por um oitavo das mortes a nível mundial, sendo a
segunda causa de morte nos países desenvolvidos e a terceira nos países em vias de
desenvolvimento (1, 2). Engloba um conjunto de mais de 100 doenças distintas, com diversos
factores de risco e diferentes epidemiologias com origem em células de variados órgãos do
corpo humano (3). Este grupo de doenças caracteriza-se por apresentar uma proliferação
descontrolada de células anormais que podem ultrapassar os limites do tecido normal e
metastizar em órgãos distantes (1, 3, 4). A capacidade de metastizar em outros órgãos distingue
os tumores malignos dos benignos (4).
Tem sido sugerido por alguns autores a existência de várias alterações-chave que ocorrem nas
células de maneira a originar células tumorais. Tais alterações surgem de forma cumulativa
levando a uma perda sucessiva do controlo da divisão e proliferação celular. Essas alterações
incluem: resistência à morte celular; sinalização proliferativa; resistência aos inibidores de divisão
celular; activação da invasão e metastização; imortalidade replicativa; activação da angiogénese;
desregulação do controlo energético da célula; inflamação; impedir a destruição imunológica;
instabilidade genómica e mutação (2, 5). O cancro, como doença multifactorial que é, terá no
surgimento destas diversas etapas um conjunto de factores externos (alimentação, poluição,
tabaco, radiação, infecções) e internos (mutações hereditárias, alterações hormonais, mutações
originadas pelo metabolismo), podendo ter uma origem familiar ou esporádica (1, 4).
A identificação de mutações responsáveis pelo desenvolvimento de cancro tem sido objecto de
estudo nas últimas décadas. Todo este trabalho resultou na identificação, até ao momento, de
cerca de 350 genes com alterações de diversos tipos (substituições, amplificações, deleções,
alterações epigenéticas) que se encontram de forma recorrente em células cancerígenas e que
apresentam fortes evidências de estarem relacionadas com o desenvolvimento de cancro (6). Os
genes identificados demonstram a heterogeneidade e complexidade desta doença uma vez que
envolvem diversas vias regulatórias distintas a nível celular (6-10). No entanto nas décadas mais
recentes os esforços têm sido direccionados para alterações em genes que confiram
susceptibilidade para o desenvolvimento de tumores. Vários polimorfismos com penetrância
incompleta têm sido identificados como factores de aumento da susceptibilidade de
desenvolvimento de doença oncológica, quer como factores isolados quer em interacção com
factores ambientais (11-14).
No entanto, e apesar dos diversos estudos efectuados e da enorme quantidade de dados
produzida, o número de genes com alterações envolvidas na etiologia do cancro e com
aplicações práticas de diagnóstico é muito limitado ainda. Alguns dos exemplos mais conhecidos
são os genes Brca1 (breast cancer 1) e Brca2 (breast cancer 2) nos cancros da mama e ovário
familiares (15, 16), os genes Mlh1 (MutL homolog 1) e Mlh2 (MutL homolog 2) no cancro colo-
rectal familiar (17, 18), o gene Cdkn2a (Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) no melanoma
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familiar (19, 20), o gene Apc (Adenomatous polyposis coli) na polipose adenomatosa familiar (21)
e o gene p53 (tumor protein 53) no síndrome de Li-Fraumeni (22). Mesmo estes casos apenas
explicam uma minoria dos casos de cancros familiares. No caso dos genes Brca1 e Brca2, estes
apenas estão relacionados com cerca de 30% dos casos com transmissão familiar e uma
minoria dos casos esporádicos (15). Assim verifica-se que a etiologia dos diversos tipos de
cancro permanece um enigma cuja solução continua incompleta.
O cancro do cólon e recto (CCR) é um dos cancros com maior incidência e mortalidade a nível
mundial (1, 23-25). De acordo com as estatísticas de 2008 da Organização Mundial de Saúde
(OMS) o CCR encontra-se em quarto lugar a nível de incidência em ambos os sexos com cerca
de 1,2 milhões de casos todos os anos (660 mil nos homens e 560 mil nas mulheres) (25). Cerca
de 60% dos casos de CCR encontram-se nos países desenvolvidos com especial incidência na
Austrália, Europa e Estados Unidos da América (EUA) (25). A mortalidade a nível mundial é
cerca de 600 mil por ano o que corresponde a 8% das causas de morte por cancro, sendo a
quarta maior taxa de mortalidade (25). Tal como na incidência a mortalidade apresenta uma taxa
maior nos homens (320 mil/ano) do que nas mulheres (290 mil/ano) (25).
Em Portugal o CCR é o cancro com maior incidência em ambos os sexos quando consideradas
as localizações comuns (25). De acordo com os dados de 2008 Portugal apresenta cerca de 7
mil casos por ano (16.1% dos casos oncológicos) com uma mortalidade de cerca de 3,7 mil
mortes por ano (15,2% das mortes oncológicas) (25). De acordo com as estimativas da OMS
Portugal em 2030 terá uma incidência de 9,3 mil casos/ano e uma mortalidade de 5 mil
casos/ano por CCR (25). O CCR é assim um dos principais problemas de saúde pública actual e
no futuro em Portugal e no mundo (23, 24, 26, 27).
Caracterização Clínica e Terapêutica
O diagnóstico precoce é fundamental de forma a se poder atingir a cura no CCR. No entanto o
facto de muitos dos sintomas associados ao CCR serem pouco específicos (fadiga, obstrução
intestinal, dor abdominal e rectal, perda de peso, hematemese) leva a um atraso no diagnóstico
e consequentemente na eficácia da terapia (28-30), embora haja alguns autores que discordem
desta associação (31). Assim, metodologias de rastreio que possibilitem uma maior facilidade de
diagnóstico e portanto uma detecção mais precoce do CCR permitiriam atingir uma maior taxa
de sobrevivência entre os doentes (32, 33). O diagnóstico molecular perfila-se assim como uma
técnica de eleição dado o seu potencial de discriminação, rapidez e fiabilidade de execução,
permitindo uma tomada de decisão por parte do clínico mais informada e mais precoce (34, 35).
No entanto a avaliação clínica e histológica dos pacientes continua a ter um papel fundamental
1.1 CANCRO DO CÓLON E RECTO
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nas estratégias de diagnóstico e terapêuticas actualmente, tornando-se assim essencial uma
detalhada caracterização destes parâmetros.
Em termos histológicos o CCR caracteriza-se por ter a sua origem em pólipos da mucosa do
cólon (36). Os tipos histológicos mais comuns dos pólipos são o hiperplásico e o adenomatoso.
Os pólipos hiperplásicos caracterizam-se por um aumento do número de células glandulares
com uma diminuição do muco citoplasmático, sem núcleos hipercromáticos, estratificação e
atipia (37). Os pólipos adenomatosos apresentam núcleos hipercromáticos, aumentados e
dispostos em paliçada (37). Praticamente todos os cancros do cólon e recto derivam de
adenomas como pode ser comprovado por várias evidências de origem epidemiológica, clinica e
patológica (38-42). Relativamente aos pólipos hiperplásicos a sua ligação ao desenvolvimento de
CCR é controversa, havendo no entanto a possibilidade de estar ligado a um aumento do risco
embora com um pequeno efeito (43, 44).
Existem diversas classificações para o CCR tendo por base diferentes critérios nomeadamente
diferenciação, localização e grau de invasão do tumor. Relativamente à diferenciação o CCR
pode ser classificado como bem diferenciado, moderadamente diferenciado e mal diferenciado,
tendo em conta a preservação da arquitectura glandular e das propriedades citológicas. Estima-
se que cerca de 20% dos casos de CCR sejam classificados como mal diferenciados, sendo
estes os que têm um pior prognóstico (45). Os casos de CCR podem ainda ser classificados
relativamente à posição da lesão como proximais (cecum, cólon ascendente, e 2/3 do cólon
transverso) ou como distais (1/3 da parte distal do colon transverso, cólon descente, cólon
sigmóide e recto) (46, 47). A classificação de Dukes está relacionada com o grau de invasão por
parte do CCR, sendo classificado de A a D. O estadio A corresponde a um CCR limitado à
mucosa e submucosa; o estadio B1 o cancro estende-se até à muscular; no estadio B2 o cancro
atinge a serosa; no estadio C já existem metástases dos nódulos linfáticos da região; no estadio
D existem metástases distantes. Numa metodologia de classificação mais recente do grau de
invasão os cancros podem ser classificados relativamente ao grau de profundidade do tumor
primário (T), existência de metástases nos nódulos linfáticos próximos (N) e existência de
metástases distantes (M), surgindo assim a classificação TNM (tumor; nódulo linfático;
metástases) (48).
Em relação à terapêutica no CCR a abordagem está relacionada com o estadio da doença,
nomeadamente com a profundidade da invasão, com a existência de nódulos linfáticos afectados
e com a existência de metástases à distância. Nos casos de detecção precoce a cirurgia de
ablação é normalmente a terapêutica escolhida, podendo ser complementada com quimioterapia
adjuvante nos casos em que o CCR se encontre em estadios de desenvolvimento mais tardios
(49, 50). Na quimioterapia aplicada o 5-Fluorouracilo (5-FU) tem sido ao longo das últimas
décadas o agente mais utilizado, não só no cancro colo-rectal como noutras neoplasias (51). No
entanto a administração de 5-FU em bólus tem apenas uma taxa de resposta de cerca de 10%.
Assim, de forma a aumentar a eficácia do tratamento, o 5-FU passou a ser administrado em
combinação com a Leucovirina (LV), também conhecida por ácido folínico, aumentando a taxa
de resposta para cerca de 30% (52, 53). Actualmente o regime terapêutico utiliza uma
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combinação de 5-FU/LV com oxiplatina (regime FOLFOX) ou irinotecano (regime FOLFIRI), o
que permitiu aumentar não só a taxa de resposta para 60% como também aumentar a sobrevida
livre de doença (52, 53). Outro agente quimioterapêutico usado é capecitabina (CAP), um pró-
fármaco que é convertido dentro das células tumorais em 5-FU pela timidina fosforilase (54) Este
fármaco tem uma taxa de resposta semelhante à do 5-FU/LV e pode também ser usado em
combinação com a oxiplatina (54). Os regimes indicados anteriormente podem ainda ser
complementados pelo uso de anticorpos monoclonais tais como bevacizumab e o cetuximab,
dirigidos respectivamente para o factor de crescimento vascular endotelial e para o receptor do
factor de crescimento epidérmico, permitindo assim uma resposta mais eficaz do tratamento
quimioterapêutico (55).
Factores Genéticos
Na origem do desenvolvimento de CCR estão envolvidas alterações genéticas variadas (56, 57).
Os casos de CCR podem ser divididos em 2 formas: as formas esporádicas e as formas
hereditárias (56, 58). As formas esporádicas de CCR representam cerca de 70% dos casos de
CCR (58). Apesar de haver uma grande heterogeneidade genética nestes casos podem-se
distinguir duas vias de origem tumoral: a via supressora e a via mutadora (58, 59). A via
supressora está relacionada com a instabilidade cromossomal, caracterizando-se por um
acumular de mutações em genes como p53 (proteína tumoral P53), K-ras (V-Ki-ras2 Kirsten rat
sarcoma viral oncogene homolog), Apc e Dcc (deletado em cancro colo-rectal) (60, 61). A via
mutadora caracteriza-se por um acumular de mutações em genes de reparação mismatch
(mismatch repair genes) (MMR), o que leva a uma instabilidade genética das regiões de
microssatélites (60, 61).
Nas formas hereditárias de CCR podemos distinguir os síndromas das formas familiares (56, 57).
Os síndromas resultam de mutações em genes de alta penetrância. Existem dois síndromas
conhecidos: a polipose adenomatosa familiar e o cancro colo-rectal não associado a polipose
também conhecido como síndroma de Lynch. A polipose adenomatosa familiar tem origem em
mutações no gene Apc nas células da linha germinal, caracterizando-se por um elevado número
de adenomas ao longo do cólon (62, 63). O síndroma de Lynch, por seu lado, resulta de
mutações em genes MMR em células da linha germinal originando instabilidade nas regiões
microssatélites (64, 65). Os síndromas representam apenas 5% dentro dos 30% das formas
hereditárias. Os restantes 25% resultam das formas familiares de CCR das quais não se
conhecem ainda os mecanismos moleculares de forma clara (66, 67). Sabe-se no entanto que
indivíduos com história familiar de CCR vêem o seu risco de desenvolver a doença aumentado
em cerca de 15% (68, 69).
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Factores Ambientais
Devido à sua origem multifactorial o CCR tem na sua etiologia não só factores genéticos mas
também factores ambientais. Estes factores ambientais podem ser de vária ordem, tais como:
poluição, radiação, estilo de vida, nutrição entre outros. De todos eles podem-se destacar três
factores com maior influência para o desenvolvimento de CCR: Actividade física, obesidade,
nutrição (70, 71).
A actividade física tem sido estudada de forma intensiva no que respeita ao seu efeito no
desenvolvimento de CCR. De uma forma geral os estudos indicam que indivíduos com uma
maior actividade física apresentam uma redução do risco de virem a ter CCR (72-74). O modo
como o aumento da actividade física está relacionado com a diminuição do risco não está
completamente desvendado mas poderá estar relacionado com o aumento da velocidade do
trânsito intestinal, a diminuição da percentagem de massa gorda corporal e a diminuição da
resistência à insulina (73-76).
A obesidade é considerada um factor de risco para o desenvolvimento de CCR, podendo os
indivíduos obesos apresentarem um risco 20% superior de desenvolver a doença (77, 78). Os
mecanismos associados a este risco aumentado para os indivíduos obesos poderão estar
relacionados com processos de inflamação crónica da mucosa intestinal, ou com processos de
proliferação descontrolada das células da mucosa intestinal, proporcionada por um aumento dos
níveis séricos de insulina (79, 80).
Actualmente a nutrição é vista muito mais como um factor que desempenha um papel
determinante na promoção da saúde e prevenção da doença dos indivíduos do que como
apenas uma forma de suprir necessidades fisiológicas. É reconhecido também o facto de
alterações na dieta de um indivíduo poderem ter repercussões no surgimento de diversas
doenças crónicas (81). No que se refere ao CCR a nutrição desempenha um papel fundamental,
nomeadamente nos países industrializados (71, 82). Os nutrientes que têm sido mais estudados
em termos de relação com o desenvolvimento de CCR são: a fibra, o cálcio, o folato, a gordura
animal e o álcool.
O efeito do consumo de fibra no desenvolvimento de CCR é controverso. Diversos estudos
apontam para um efeito protector do consumo de fibra no risco de CCR (83-85). No entanto
existem variados estudos que demonstram que tal correlação não existe (86, 87). A possível
redução de risco derivada do aumento do consumo de fibra poderá estar relacionada com
factores como: aumento da velocidade do trânsito intestinal; aumento da fermentação
bacteriana, levando a um aumento da produção de butirato que se sabe que inibe o crescimento
de células tumorais e induz a apoptose (88).
O papel do consumo cálcio, através de fontes alimentares, como protector do risco de CCR é
também ele controverso. Existem estudos recentes que demonstram a existência desta
associação entre o elevado consumo de cálcio e a diminuição do risco de CCR (89, 90). Contudo
existem alguns trabalhos anteriores que não apresentam evidências desta protecção (91, 92). A
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diminuição do risco por parte do cálcio poderá estar associada a uma prevenção na fase pré-
neoplásica ou a um aumento da apoptose de células tumorais (93).
No caso do folato os resultados são também discrepantes mas ainda assim são vários os
estudos desde a década de 90 do século XX que demonstraram uma associação inversa entre o
consumo de folato e o risco de CCR (94-96). Esta vitamina tem um papel crucial no metabolismo
celular uma vez que está envolvida em dois processos fundamentais do ciclo celular: a
replicação e a metilação do DNA (97, 98). O folato depois de absorvido é convertido em 5-
metiltetrahidrofolato (5-MTHF), forma através da qual circula no sangue sendo absorvido pelas
células dos diversos tecidos. Dentro das células o 5-MTHF actua como dador dos grupos metilo
convertendo-se em tetrahidrofolato (THF). O grupo metilo servirá para a remetilação da
homocisteína em metiona, sendo que esta posteriormente dará origem à S-adenosilmetionina
(SAM), o dador universal de grupos metilo, essencial para a metilação de DNA e proteínas. Por
seu lado o THF formado estará na origem da síntese do nucleótido desoxitimidilato monofosfato
(dTMP), essencial para a replicação do DNA, a partir da desoxiuridilato monofosfato (dUMP)
(99). Baixos níveis de folato promoverão a hipometilação do DNA levando a um aumento da
expressão dos genes, nomeadamente dos oncogenes conduzindo a uma hiperproliferação
celular. A hipometilação é ainda responsável por um aumento da instabilidade cromossómica. Os
níveis baixos de folato poderão estar também relacionados com o aumento dos níveis de
incorporação do uracilo no DNA aumentando assim o número de quebras cromossómicas (98,
100, 101).
Alguns estudos sobre a associação entre o consumo de gordura animal e o risco de desenvolver
CCR indicam que o elevado consumo de gordura está relacionado com o aumento de risco de
CCR (102, 103). Esta associação parece estar relaciona com o aumento da produção de ácidos
biliares devido ao elevado consumo de gordura. Os ácidos biliares em excesso podem promover
danos nas membranas das células e posteriormente o desenvolvimento tumoral (104, 105).
São vários os estudos que ligam o consumo de álcool a um aumento do risco de
desenvolvimento de CCR. Os processos moleculares na base deste aumento de risco são
vários: inibição da enzima metionina sintetase (MTR) e da enzima DNA metilase, diminuindo a
disponibilidade de S-adenosilmetionina para a metilação celular (106); diminuição da absorção
da vitamina B6, da vitamina B12 e do folato, levando a uma desregulação do ciclo do folato
(107); produção de acetaldeído, metabolito carcinogénico, proveniente da oxidação do álcool
(108).
Inflamação
A associação entre inflamação crónica dos tecidos e cancro é já conhecida (109). Muitos dos
processos que originam tumores podem ser explicados através de alterações genéticas mas, no
entanto, tais alterações não conseguem explicar todos os processos de origem e evolução do
tumor (110, 111). Os componentes celulares da resposta inflamatória parecem estar associados
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ao processo de tumorigénese (110, 111). Assim a relação entre as doenças inflamatórias do
intestino (IBD, do inglês inflammatory bowel disease) e o desenvolvimento de CCR tornou-se
amplamente aceite (112). A doença de Crohn (DC) é uma IBD crónica que pode afectar o tracto
gastrointestinal da boca até ao ânus (113). A DC é resultado de alterações imunológicas ao nível
do sistema gastrointestinal resultando numa resposta inflamatória inapropriada (114). Os
factores que poderão estar nesta resposta inflamatória podem ter origens diversas tais como:
alterações da microflora entérica, dieta e hábitos tabágicos (115). Apesar de apenas 2% dos
casos de CCR estarem associados a IBD, o CCR é responsável por cerca de 15% das mortes
em pacientes com IBD (116). De salientar ainda que várias das alterações celulares que são
encontradas em casos de CCR esporádicos são as mesmas que se encontram em casos de
CCR associados a IBD, reforçando desta forma a relação entre estas duas patologias (112).
2. CICLO DO FOLATO
O folato é uma vitamina hidrossolúvel essencial que existe em determinados alimentos
nomeadamente frutas e vegetais, assim como na sua forma sintética (ácido fólico) usada em
suplementos alimentares (117, 118). O folato participa nalguns dos mais importantes processos
a nível celular incluindo a metilação das principais biomoléculas (DNA, RNA, proteínas) e
também a replicação do DNA, através da síntese de nucleótidos de purinas e de timidilato (Fig.1)
(99). Estes dois mecanismos celulares, nos quais o folato se encontra envolvido, desempenham
um papel crucial na manutenção do ciclo de vida normal para as células.
A metilação do DNA, nomeadamente das citosinas, é um acontecimento importante e
relativamente comum no genoma humano. Esta modificação ocorre com maior frequência em
citosinas que pertençam a dinucleótidos 5’-CpG-3’ e ocorre quando o grupo metilo da S-
adenosilmetionina é transferido para a citosina dando assim origem à 5-metilcitosina (5-MC)
(119). Estudos recentes revelaram que cerca de 4% das citosinas do DNA encontram-se
metiladas e que cerca de 68% dos dinucleótidos 5’-CpG-3’ se encontram metilados, sendo
praticamente a totalidade da metilação (119). A distribuição destes dinucleótidos não é aleatória
ao longo do genoma. Eles encontram-se acumulados em regiões denominadas ilhas CpG que
por sua vez se encontram normalmente associadas a regiões reguladoras do genoma como por
exemplo nas regiões dos promotores de genes (120, 121). A metilação destas regiões
reguladoras tem como função principal o silenciamento da transcrição dos genes. O mecanismo
através do qual ocorre este silenciamento não está totalmente explicado mas poderá estar
associado com a perda de capacidade das proteínas reguladoras se conseguirem ligar às
regiões metiladas devido à alteração das citosinas (122). Desta forma o processo de metilação
do DNA é um processo fundamental para regular a expressão dos genes e controlar assim toda
a actividade celular.
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Figura 1. Ciclo do Folato (Adaptado de Crider et al) (99).
As enzimas encontram-se em negrito e itálico. CBS (cistationina-β-sintase), DHFR (dihidrofolato reductase), MTR 
(metionina sintetase), MTHFR (metilenotetrahidrofolato reductase), SHMT (serina hidroximetiltransferase), TS (timidilato
sintetase). 5,10-metilenoTHF (5,10 metilenetetrahidrofolato), 5-metilTHF (5-metiltetrahidrofolato), 10-formilTHF (10-
formiltetrahidrofolato), DHF (dihidrofolato), dTMP (deoxithimidina monofosfato), dUMP (deoxiuridina monofosfato), SAH
(S-Adenosilhomocisteina), SAM (S-adenosilmetionina), THF (tetrahidrofolato), VitB6 (vitamina B6), VitB12 (vitamina B12)
No que se refere à síntese de DNA o folato participa na síntese do timidilato a partir do
desoxiuridilato e na síntese de purinas (adenina, guanina) (Fig.1). Este processo é também
fundamental para a célula pois todo o processo de replicação do DNA, e a consequente divisão
celular, ficará comprometido caso haja um défice destes nucleótidos. No caso particular da
síntese do timidilato caso haja um défice deste nucleótido a célula poderá começar a incorporar
uracilo no DNA durante a replicação, o que levará a um aumento da instabilidade genómica
(123-125). Fica assim demonstrada a importância do folato no metabolismo celular e a
importância da melhor compreensão de todas as vias metabólicas que envolvem o
processamento desta vitamina e dos seus derivados (Fig.1).
Em condições normais o folato proveniente da dieta é convertido em 5-MTHF, na sua forma
monoglutamilada, no intestino e fígado. É nesta forma que o folato circula no sangue de forma a
ser absorvido pelos vários tecidos. No entanto, após ser absorvido pelas células o 5-MTHF tem
de ser poliglutamilado (2 a 9 resíduos de glutamato) pois apenas esta forma é biologicamente
activa. Permite também uma maior retenção do folato nas células dado que a forma
monoglutamilada apresenta uma elevada taxa de excreção celular (126). No entanto o 5-MTHF
não funciona como um bom substrato da poliglutamato sintetase, a enzima responsável pela
glutamilação, tendo que ser previamente convertido em THF através da enzima metionina
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sintetase (MTR) (Fig.1). O THF já é facilmente poliglutamilado e portanto consegue ser mais
facilmente retido pelas células (99). Quando é ingerido ácido fólico em vez de folato a via
seguida pelas células é ligeiramente diferente. O ácido fólico tem de ser convertido em THF para
poder integrar o grupo dos folatos celulares tal como o folato obtido na dieta. No entanto o ácido
fólico é convertido em dihidrofolato (DHF) e subsequentemente em THF pela enzima
dihidrofolato reductase (DHFR) (Fig.1) (127). O THF torna-se assim uma coenzima central no
metabolismo do folato e ácido fólico. O THF é convertido em 5,10-metilenotetrahidrofolato (5,10-
MTHF) pela enzima serina hidroximetiltransferase (SHMT), uma reacção dependente da
presença de vitamina B6 como cofactor. O 5,10-MTHF funciona como ponto comum entre as
duas vias principais do ciclo do folato, metilação do DNA e síntese de timidilato, uma vez que é
substrato quer para a enzima timidilato sintetase (TYMS) quer para a enzima
metilenotetrahidrofolato reductase (MTHFR) (Fig.1). A enzima MTHFR irá converter o 5,10-MTHF
em 5-MTHF que é o substrato utilizado pela enzima MTR para remetilar a homocisteína em
metionina. A metionina irá posteriormente dar origem a SAM, o dador universal de grupos metil e
portanto responsável pela metilação do DNA entre outros processos (128-130). Caso o 5,10-
MTFR seja utilizado como substrato pela enzima TYMS irá dar origem a dTMP a partir de dUMP.
Este processo irá dar origem a um nucleótido (timina) essencial para a replicação e reparação do
DNA. Assim verifica-se que a competição entre as enzimas MTHFR e TYMS pelo mesmo
substrato poderá desequilibrar o funcionamento do ciclo do folato dando lugar a um
favorecimento da via da metilação ou da síntese de timidilato. Todas estas reacções do ciclo do
folato ocorrem no citoplasma. No entanto para que ocorra a síntese de purinas é necessário
haver a intervenção de reacções que ocorrem nas mitocôndrias (131). O THF formado no
citoplasma pode entrar nas mitocôndrias onde dá origem ao formato (132, 133). O formato
depois de sintetizado é transportado para o citoplasma onde através da sua condensação com o
THF dá origem a 10-formiltetrahidrofolato (10-formilTHF) que irá ser o substrato para a síntese
das purinas (Fig.1) (134, 135). Existem também algumas evidências de que parte da via do
folato, nomeadamente a síntese de nucleótidos, possa ocorrer no núcleo, embora nunca tenha
sido comprovada a existência da via por completo (136, 137). Para além do folato e do ácido
fólico existem outros nutrientes obtidos a partir da alimentação que são importantes para o
funcionamento deste ciclo. Os dois nutrientes com maior destaque são a vitamina B6 e a
vitamina B12. A vitamina B6 funciona como cofactor para a enzima SHMT e a vitamina B12
funciona como cofactor para a enzima MTR (Fig.1) (99).
Níveis baixos de folato têm sido associados a diversas patologias, tais como: vários cancros,
doenças cardiovasculares, doenças neuronais (138-140). O processo pelo qual estes baixos
níveis de folato levam a um aumento de risco para desenvolver estas patologias não está
totalmente esclarecido. Uma hipótese será devido ao facto de baixos níveis de folato levarem a
uma reduzida produção de timidilato e portanto durante o processo de replicação serão
incorporados uracilos no DNA levando a um aumento da frequência de quebras cromossómicas
(140, 141). Outro mecanismo possível será através de baixos níveis de metilação devido a uma
produção insuficiente de SAM o que levará a uma hipometilação do DNA celular. Esta
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hipometilação levará a uma desregulação da transcrição de diversos genes, o que será
particularmente grave no caso da activação de oncogenes (142-145). A hipometilação do
genoma é aliás uma característica principal das células cancerígenas (146, 147). No caso das
doenças cardiovasculares e das doenças neuronais o efeito dos níveis baixos de folato poderá
estar relacionado com o aumento da homocisteína, originando hiperhomocisteinemia (148).
Vários estudos têm associado os elevados níveis de homocisteína com o risco para desenvolver
doenças cardiovasculares e neuronais entre outras, não estando o mecanismo pelo qual tal
poderá acontecer totalmente esclarecido (148). A homocisteína é metilada em metionina pela
enzima MTR, tendo como substrato o 5-MTHF. O 5-MTHF tem origem, entre outras hipóteses,
no folato proveniente da alimentação. Assim, baixos níveis de folato levariam a baixos níveis de
5-MTHF, o que teria como consequência uma menor capacidade de metilação da homocisteína
resultando na sua acumulação (128, 129).
Desta forma podemos comprovar a importância do ciclo do folato, e das enzimas que o
constituem, para o metabolismo da célula. Assim, torna-se essencial aprofundar o conhecimento
do funcionamento destas enzimas e dos genes que lhe estão na origem para que possamos
melhor compreender o funcionamento do ciclo e a forma como a sua desregulação poderá estar
na origem de algumas das patologias anteriormente referenciadas. Neste estudo destacaremos
dois genes em particular que de seguida iremos caracterizar: timidilato sintetase e metionina
sintetase.
Estrutura do Gene e Proteína
A enzima timidilato sintetase (5,10-metilenotetrahidrofolato:dUMP C-metiltransferase; EC
2.1.1.45) catalisa a metilação redutiva do dUMP, utilizando o 5,10-MTHF como cofactor, dando
origem a dTMP (149, 150).
O gene que codifica para a enzima TYMS encontra-se no braço curto do cromossoma 18 com a
seguinte localização: 18p11.32 (151). O gene é constituído por sete exões com tamanhos entre
os 72 e 250 pares de bases (pb), os seus seis intrões têm tamanhos que variam entre 507 e
6271pb, sendo que o gene estende-se por uma extensão de 23 kilobases (kb) (Fig.2) (152).
Figura 2 – Esquema do gene da timidilato sintetase humana. As caixas a negro representam os exões, as
linhas representam os intrões.
A região 5’ a montante do gene caracteriza-se por um elevado conteúdo GC (cerca de 74%)
entre -1pb e -316pb, havendo também uma região com elevado conteúdo de purinas (A+G)
(cerca de 80%) entre -106pb e -159pb (152). Esta região caracteriza-se ainda por uma ausência
2.1 TIMIDILATO SINTETASE
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dos sinais canónicos de transcrição: TATA box, CAAT box e GC box (152). Apesar da não
existência destas regiões canónicas sabe-se que a região promotora do gene se encontra até
370pb a montante do local de iniciação da transcrição (152). Foram identificados dois locais com
actividade promotora da transcrição, um motivo de ligação da proteína Sp1 e uma CACCC box
(152-154). Para além destas sequências que têm um papel de activação da transcrição, foram
também identificadas sequências que exercem um controlo repressivo e que se localizam entre
as duas sequências anteriores. De todos estes motivos o que parece ter uma maior relevância é
o local de ligação da proteína Sp1 (152-154). Relativamente ao local de iniciação da transcrição
foram identificados vários na região -180pb e -160pb a contar do codão de iniciação (152). A
região 3’ a jusante do gene caracteriza-se pela existência de dois sinais de poliadenilação
distintos e que se encontram separados por 288pb (152).
O RNA mensageiro (mRNA) canónico do gene TYMS contém 1662pb com uma região 5’ não
traduzida (UTR, do inglês untranslated region) com 139pb e uma região 3’UTR com 581pb
(Fig.3) (152). A região 5’UTR caracteriza-se pela existência de uma repetição em tandem de
uma sequência de 28pb entre -97pb e -8pb, sendo no entanto o número de repetições variável.
Existe também uma repetição invertida entre -139pb e -112pb com cerca de 75% de homologia
com as outras repetições (Fig.3). Isto proporciona ao mRNA da TYMS a possibilidade de realizar
um loop na região 5’UTR que poderá afectar as taxas de tradução desse mRNA (152). Foram
ainda identificadas duas regiões na porção codificante do mRNA dois locais de ligação da TYMS
ao seu próprio mRNA. Estes locais encontram-se entre 75-110pb e 434-634pb (155). Existem
descritos dois transcritos alternativos para o gene TYMS. Um deles não contém os exões 2 e 3
(TYMS Δ23), o outro não contém o exão 4 (TYMS Δ4) (Fig.3) (156). Estes transcritos alternativos 
têm uma estrutura que possibilita a produção de proteínas, embora estas nunca tenham sido
detectadas em meio celular.
Figura 3 – Esquema dos transcritos possíveis do gene timidilato sintetase. A numeração representa os
exões presentes em cada transcrito. As regiões a branco representam as UTR.
O gene da TYMS é um dos mais conservados em termos evolutivos, não só entre os Eucariotas
mas também entre Eucariotas e Procariotas, sendo que o gene humano e o de E. coli
apresentam cerca de 53% de homologia (157).
A proteína produzida pela TYMS tem 316 aminoácidos (aa) com um tamanho correspondente de
35 kDa. (158, 159). Esta enzima tem uma localização generalizada na célula, encontrando-se
presente essencialmente no citoplasma mas também no núcleo e na mitocôndria. É uma
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proteína homodimérica obrigatória, sendo a interface de ligação entre os dímeros composta por
6 folhas β. O centro activo localiza-se numa cavidade criada entre os dois dímeros (Fig.4) (158).  
Figura 4 – Diagrama cristalográfico do dímero da enzima timidilato sintetase obtido por difracção de raio-x
com uma resolução de 1,8 Å (PDB: 1YPV) (160).
Os aminoácidos Argina (Arg)178 e Arg218 desempenham um papel fundamental quer na
dimerização quer na actividade da proteína. A sua substituição resulta numa perda da actividade
da TYMS (158). Estão identificados outros aminoácidos importantes para actividade da enzima
nomeadamente a Cisteína (Cys) 146 que é essencial para a ligação ao substrato dUMP (161). A
ligação do substrato e cofactores e a libertação dos produtos segue uma ordem específica à
enzima. O primeiro a ligar-se é o dUMP sendo seguido do 5,10-MTHF. Na libertação o primeiro a
abandonar a enzima é o dTMP seguido do DHF (150). A enzima apresenta também a
capacidade de ligação ao mRNA embora estes domínios não estejam ainda bem definidos.
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Regulação da Expressão e Actividade
A expressão da TYMS é altamente regulada quer a nível transcricional, quer a nível pós-
transcricional. Em termos de transcrição a expressão da TYMS encontra-se aumentada em
células proliferativas atingindo o seu pico de acumulação celular nas fases G1 e S (162-164).
Este aumento da enzima na fase S estará relacionado com a necessidade de nucleótidos por
parte da célula para realizar a replicação durante a fase S (162-164). O aumento da transcrição
durante o ciclo celular é regulado pela cinase dependente de ciclinas 4 (CDK4, do inglês cyclin-
dependent kinase 4) (165). Também a p53 parece controlar a expressão da TYMS. A p53
efectua uma inibição da transcrição do gene TYMS fazendo com que as células tenham maior
dificuldade em prosseguir para a replicação, impedindo assim a divisão celular (166, 167). Para
além desta variação dependente do ciclo celular a TYMS parece apresentar uma variação
circadiana dependente do número de horas de luz a que um indivíduo esteja sujeito (168, 169).
A presença de intrões no gene da TYMS também desempenha um papel fundamental na
regulação da sua expressão. Demonstrou-se que para o gene TYMS manter o seu padrão de
expressão durante o ciclo celular é essencial a presença de alguns intrões, principalmente do
intrão 1 (170-173). As experiências efectuadas demonstram que é o próprio processo de splicing
dos exões, e não a existência de sequências reguladoras dentro dos intrões, que controla o
padrão de expressão. O processo pelo qual tal acontece parece estar relacionado com a
acumulação de mRNA não processados que serão processados durante a fase S levando a um
aumento da expressão da proteína (173).
Uma outra forma de regular a expressão da TYMS é através da regulação anti-sense. Foi
identificado um gene, rTYMS, que é sintetizado a partir da mesma região genómica do gene
TYMS mas a partir da cadeia inversa, originando assim um RNA complementar do mRNA da
TYMS. A expressão deste gene está relacionada com uma quebra da expressão da TYMS por
degradação do mRNA. Este aumento dos níveis de rTYMS e diminuição dos níveis de TYMS
encontram-se associados essencialmente a células não-proliferativas (174-176).
A regulação da expressão pode ainda ser realizada através da regulação da tradução do mRNA.
A regulação da tradução é feita através da ligação da proteína TYMS a locais específicos do do
seu próprio mRNA. Vários estudos indicam a capacidade da TYMS se ligar a ácidos nucleicos
(177). Ao ligar-se ao seu próprio mRNA impedindo a sua tradução a TYMS realiza um processo
de auto-regulação negativa (178). O domínio ligação ao mRNA coincide com a localização do
centro activo da enzima, fazendo com que exista uma competição entre a ligação do substrato
natural da enzima (dUMP) e a ligação do mRNA. A enzima apresenta uma maior afinidade para
o substrato o que leva a que na presença deste não haja inibição da tradução do mRNA (178).
No entanto a TYMS não se liga apenas ao seu próprio mRNA. Alguns trabalhos têm
demonstrado a ligação desta proteína a diversos mRNA incluindo os da p53 e c-myc, dois genes
supressores de tumores, impedindo a sua tradução (177, 179-181).
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Polimorfismos
Existem diversos polimorfismos descritos para o gene da TYMS. Iremos aqui abordar alguns dos
polimorfismos mais significativos deste gene.
Um dos polimorfismos mais estudados do gene da TYMS é a repetição em tandem de uma
sequência de 28pb (28pbrpt) (CCGCGCCACTTGGCCTGCCTCCGTCCCG) na região 5’UTR do
mRNA. O número mais comum de repetições varia entre 2 (2R) e 3 (3R) mas já foram
encontrados indivíduos com 9 repetições. A frequência deste polimorfismo apresenta variações
entre diferentes populações. Nas populações da Ásia o alelo de 3 repetições apresenta uma
frequência cerca de 80%, em populações caucasianas 60% e em populações africanas 50%
(182-185). Existem alguns dados contraditórios relativamente à função deste polimorfismo.
Alguns estudos apontam para uma influência do número de repetições na quantidade de mRNA
da TYMS, sendo o alelo das 3 repetições responsável por uma maior expressão (186, 187).
Outros estudos indicam no entanto que a influência do número de repetições é ao nível da
tradução e não da transcrição, mostrando que o alelo com 3 repetições apresenta uma maior
taxa de tradução (188, 189). Existem ainda autores que sugerem que o alelo influencia quer os
níveis de transcrição, quer os níveis de tradução (190). O mecanismo para explicar o aumento
da taxa de transcrição poderá estar relacionado com a existência de um local de ligação de
factores de transcrição (USF-1) em cada repetição, enquanto o aumento da tradução poderá
estar relacionado com a formação de loops na região 5’UTR do mRNA devido à presença das
repetições, alterando assim a taxa de tradução (152, 186-191). Embora a níveis diferentes, os
estudos parecem apontar para uma influência deste polimorfismo na expressão da TYMS, sendo
o alelo 3R responsável por um aumento da expressão. Um dado curioso acerca do polimorfismo
das repetições em tandem é a sua existência noutros primatas, embora nestes o número de
repetições seja monomórfico apresentando apenas o alelo 3R (192).
Outro polimorfismo muito estudado é uma deleção de 6pb (6pbdel) (TTAAAG/-), que se localiza
na região 1494pb na 3’UTR do mRNA. A 6pbdel está associada a uma diminuição da
estabilidade do mRNA do gene da TYMS e portanto a níveis mais baixos de mRNA celular (187,
190, 193, 194). A diminuição da estabilidade é devido a uma maior afinidade da proteína AUF1
para o alelo com a deleção. Esta proteína é responsável por promover o decaimento das
moléculas de mRNA e deste modo o alelo com a deleção fica associado a uma menor
estabilidade do mRNA (194).
Existem outros polimorfismos dentro das repetições da região 5’UTR. Um desses polimorfismos
é a existência de uma inserção de 6 nucleótidos dentro da segunda repetição do alelo 3R
(CCGCGCCACTTGGCCTGCCTCCGTcccccgCCCG) (191, 195). O papel desta inserção não é
conhecido. Para além desta inserção existe ainda uma substituição do 12º nucleótido (G/C) das
repetições (195-199). No alelo 2R esta alteração ocorre na primeira das repetições, no alelo 3R
ocorre na segunda repetição. Este polimorfismo reduz a taxa de expressão do mRNA da TYMS
uma vez que altera a sequência de ligação do factor de transcrição USF-1 (upstream stimulatory
factor 1) (196-199).
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Patologias Associadas
Existem variados estudos que relacionam a enzima TYMS com diversas patologias. A maioria
destes estudos incide sobre patologias da área oncológica. Os estudos incidem essencialmente
sobre a análise da influência dos polimorfismos ou da expressão da TYMS como factores de
risco para o desenvolvimento da patologia, ou como factores de influência para o tratamento da
mesma. Iremos analisar alguns exemplos dos estudos efectuados nesta área, separando os
estudos por polimorfismo e por expressão do gene.
Em relação ao polimorfismo 28pbrpt têm sido elaborados diversos estudos em vários tipos de
cancro. Os resultados têm sido muito variáveis consoante o tipo de cancro estudado e muitas
vezes dentro do mesmo tipo cancro existem trabalhos com resultados contraditórios. Alguns
estudos têm associado o alelo 3R como factor de risco, quando comparado com o alelo 2R, para
o desenvolvimento de alguns tipos de cancro, como factor de resposta à terapêutica ou como
factor de risco para a sobrevivência, nomeadamente em cancro gástrico e em leucemias (200-
202). Noutros estudos verifica-se, no entanto, um resultado inverso apresentando o alelo 2R um
risco maior para o desenvolvimento de determinados tipos de cancro, nomeadamente em cancro
da mama e gástrico (203-206). Um dado curioso de alguns destes resultados é o facto de esta
associação se encontrar principalmente em indivíduos asiáticos e não em indivíduos
caucasianos (205). Este tipo de resultados demonstra que embora haja um papel importante do
polimorfismo, o pool genético da população tem um papel igualmente importante, demonstrando
assim a importância de estudos populacionais em diferentes regiões do globo.
No que se refere ao estudo do polimorfismo da região 3’UTR 6pbdel os resultados são
igualmente variáveis. Alguns estudos destacam um papel de aumento de risco para o alelo del
principalmente em cancro gástrico (201, 205, 207). Outros autores apresentam resultados onde
o alelo del apresenta uma diminuição do risco de desenvolver cancro gástrico, pulmonar ou
hepático entre outros (202, 208-211). Alguns estudos estudaram a associação entre os dois
polimorfismos em associação mas mesmo assim os resultados parecem variar havendo
situações em que a combinação 3R/del apresenta maior risco e noutros casos é outra
combinação de alelos a de maior risco de desenvolvimento do cancro (201, 212).
Relativamente à expressão do gene TYMS os resultados são mais consistentes. Uma elevada
expressão do gene quer ao nível do mRNA quer ao nível da proteína está associada a vários
problemas relacionados com patologias oncológicas. Alguns estudos associam uma elevada
expressão do gene da TYMS com a transformação neoplásica das células e com uma
progressão mais rápida dos tumores, chegando mesmo a ser sugerida a classificação do gene
TYMS como um oncogene (213-218). Para além disso alguns trabalhos demonstram ainda um
aumento da resistência à quimioterapia em doentes que apresentam uma maior expressão do
gene TYMS nas células tumorais (219-222).
Analisando especificamente os estudos que avaliaram a influência dos polimorfismos da TYMS
no cancro colo-rectal verificamos que os resultados não são tão díspares como nas outras
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patologias. Ainda assim são poucos os trabalhos que encontram associações estatisticamente
significativas e muitas vezes a associação encontrada relaciona aspectos diferentes da patologia
com o polimorfismo. Em relação ao polimorfismo 28pbrpt os estudos que encontraram
associações estatisticamente significativas apresentam o alelo 3R como sendo um factor de
risco (223-227). No entanto os diferentes estudos apresentam diferentes riscos. Alguns
apresentam risco para desenvolvimento da doença embora num o resultado apenas se verifique
nas mulheres (225, 227). Outros apresentam o alelo 3R associado a uma menor sobrevivência e
pior resposta a terapia (223, 224, 226, 227). Assim, são poucos os estudos que demonstram
uma clara associação entre o polimorfismo 28pbrpt da região 5’UTR e o desenvolvimento do
CCR, embora todos os resultados pareçam demonstrar que de facto este polimorfismo tem um
papel importante nesta patologia.
Em relação ao polimorfismo da região 3’UTR parece haver um pouco mais de contradição nos
resultados. Existem artigos que referem o alelo del como sendo um factor de risco para o
desenvolvimento de CCR (225). Outros estudos apontam este alelo como sendo um factor
protector, embora para diferentes parâmetros, incluindo risco de desenvolver CCR, risco de
evolução da doença, resposta à quimioterapia (227-229). Ainda mais do que no caso do
polimorfismo anterior os resultados mostram uma grande variação no possível papel deste
polimorfismo no desenvolvimento de CCR.
Foram feitos alguns estudos relativamente a estes polimorfismos e a sua associação com o
desenvolvimento de adenomas no cólon. Os resultados mostram um menor risco para os
indivíduos com o alelo del do polimorfismo 6pbdel (230). No caso do polimorfismo da 28pbrpt
não foi encontrada qualquer associação por si só mas quando analisado em conjunto com o
consumo de folato verifica-se um menor risco para indivíduos homozigóticos 3R com elevado
consumo de folato e um maior risco para indivíduo homozigóticos 2R com elevado consumo de
folato (231).
No estudo da relação entre a expressão do gene TYMS e o risco para o desenvolvimento do
CCR os estudos apresentam resultados mais consensuais do que no estudo dos polimorfismos.
Vários estudos demonstram a expressão do gene TYMS pode ser um bom factor de diagnóstico
e de sobrevivência da doença. Uma maior expressão do gene está associada a um maior risco
de vir a ter CCR e a um menor tempo de sobrevivência à doença (232-237). A grande maioria
dos trabalhos relaciona a expressão do gene TYMS com a resposta aos agentes
quimioterapêuticos. De uma forma geral, uma maior expressão do gene relaciona-se com uma
pior resposta à quimioterapia cujo alvo seja o gene TYMS (238-243).
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Tabela 1 – Resumo dos estudos efectuados sobre os polimorfismos da TYMS
Autores Ano Tipo de Cancro Resultado
TYMS 28pb rpt
Villafranca et al 2001 Rectal
2R/2R com maior taxa de sobrevivência
livre de doença
Marsh et al 2001 Colo-rectal
2R/2R com maior taxa de sobrevivência
e melhor resposta a quimioterapia
Iacopetta et al 2001 Colo-rectal 2R/2R com maior taxa de sobrevivência
Pullacart et al 2001 Colo-rectal
2R/2R com melhor resposta a
quimioterapia
Iacopetta et al 2001 Colo-rectal
2R/2R e 2R/3R com maior taxa de
sobrevivência
Che et al 2003 Colo-rectal
2R/2R menor risco de desenvolver
cancro colo-rectal
Hishida et al 2003 Linfoma
2R/2R e 2R/3R com maior risco de
desenvolver linfoma
Yim et al 2010 Gástrico
2R/2R maior risco de desenvolver
cancro gástrico
TYMS 6pb del
Gao et al 2004 Gástrico e esofágico
del/del associado a hábitos tabágicos
apresentam risco para ambos os tipos
de cancro
Shi et al 2005 Pulmonar
6bp/del e 6bp/6bp apresentam risco de
desenvolver cancro pulmonar
Lu et al 2006 Gástrico
del/del e 6bp/del melhor resposta a
quimioterapia
Zhai et al 2006 Mamário
del/del apresenta maior risco de
desenvolver cancro mamário
Akisik et al 2007 Mamário
del apresenta menor risco de
desenvolver cancro mamário
Fernandez-Contreras et al 2010 Colo-rectal del/del apresenta menor risco
28pb+6pb
Zhang et al 2004 Gástrico e esofágico
Haplótipo del/2R apresenta menor risco
para ambos os tipos de cancro
Graziano et al 2004 Gástrico
Haplótipo del/3G apresenta um maior
risco de desenvolver cancro gástrico
Dotor et al 2006 Colo-rectal
Haplótipo 3R/del apresenta maior taxa
de sobrevivência
Curti et al 2007 Cólon
1 ou 2 alelos variantes em ambos os
polimorfismos apresentam um risco
reduzido para cancro do cólon positivo
para p53
Fernandez-Contreras et al 2010 Colo-rectal
3Rdel/3Rdel apresenta maior risco de
desenvolver cancro colo-rectal
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Inibidores
Devido ao seu papel fundamental na reparação e replicação do DNA, fornecendo a única forma
de sintetizar de novo o nucleótido timidina, a TYMS desde cedo se tornou num alvo apetecível
para o desenvolvimento de agentes quimioterapêuticos. O objectivo é limitar o crescimento das
células tumorais retirando-lhes a sua única fonte de um nucleótido essencial para a replicação e
consequentemente para a divisão celular.
Os inibidores da enzima TYMS podem-se dividir em dois grupos: fluoropirimidinas e antifolatos
(244-246). O primeiro grupo inibe a enzima competindo com o dUMP, substrato natural da
TYMS, pelo local de ligação (246). Neste primeiro grupo um dos inibidores que se destaca é o 5-
FU. Este composto é metabolizado dentro da célula em 5-Fluorodesoxiuridina monofosfato (5-
FdUMP) que se irá ligar à TYMS inibindo-a devido ao impedimento da ligação do substrato
dUMP. A TYMS não consegue metabolizar o 5-FdUMP ao contrário do que acontece com o
dUMP ficando desta forma impedida de proceder às suas funções normais. Para além desta
acção o 5-FU tem também a capacidade de se incorporar nos ácidos nucleicos amplificando
assim o seu potencial efeito aumentando a instabilidade celular (246). O 5-FU é um agente
quimioterapêutico usado há mais de cinco décadas. Desde a sua introdução como agente
terapêutico o modo como o 5-FU é administrado tem vindo a sofrer alterações de modo a obter
resultados cada vez mais satisfatórios. Existem três formas de modular a eficácia do 5-FU: modo
de administração; uso de outros agentes para modular a sua acção; uso de pró-fármacos (246).
Em relação ao modo de administração este fármaco pode ser administrado em bolus ou em
perfusão. No entanto os efeitos serão diferentes consoante o modo de administração. Numa
administração em bolus o 5-FU tem um maior efeito ao nível da incorporação no RNA, enquanto
que numa administração em perfusão o efeito incidirá essencialmente na inibição da enzima
TYMS (246). No que se refere à modulação da acção utilizando em simultâneo outros agentes a
utilização da leucovirina é a mais recorrente. A leucovirina faz aumentar a taxa de resposta do 5-
FU para o dobro, tendo no entanto o efeito negativo de aumentar a toxicidade nas células
normais, estabilizando a ligação do 5-FU à TYMS (246). O uso de pró-fármacos tem vindo a ser
cada vez mais usual apresentando muitas vantagens quando comparada com a administração
directa de 5-FU. Dois dos pró-fármacos mais usuais no tratamento do CCR são a Capecitabina e
o S-1 (246). A Capecitabina é um pró-fármaco que é metabolizado em 5-FU dentro das células.
Apresenta diversas vantagens como por exemplo a maior especificidade tumoral uma vez que é
mais metabolizada dentro destas células do que em células dos tecidos normais, menores
efeitos adversos como a diarreia, melhor absorção intestinal entre outros (246).
O outro grupo de inibidores da TYMS, antifolatos, liga-se à enzima por competição com o
substrato 5,10-MTHF, sendo esta ligação estabilizada e potenciada pela ligação simultânea da
dUMP (244-246). Estes inibidores apresentam a vantagem de inibirem mais especificamente a
TYMS do que as fluoropirimidinas não provocando efeitos noutras vias metabólicas que
poderiam diminuir a eficácia do fármaco. Alguns dos antifolatos mais importantes são o
Raltitrexed, o Nolatrexed e o ZD9331 (244-246).
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O estudo dos factores de resistência aos diferentes inibidores da TYMS têm sido amplamente
estudados no sentido de tentar criar metodologias terapêuticas apropriadas para cada indivíduo.
Os factores que até ao momento têm demonstrado estar relacionados com mecanismo de
resistência aos inibidores são os polimorfismos da TYMS e a expressão do gene. No entanto os
resultados em relação aos polimorfismos têm sido algo discrepantes. Alguns estudos referem
que os indivíduos que apresentam o alelo del do polimorfismo 6pbdel e o alelo 2R do
polimorfismo 28pbrpt do gene TYMS respondem de forma mais favorável à quimioterapia com 5-
FU (247, 248). Outros autores no entanto encontram resultados que sugerem uma associação
inversa (249, 250). Relativamente à expressão do gene os resultados são mais consensuais
demonstrando haver uma pior resposta ao tratamento por parte dos indivíduos que apresentem
uma maior expressão da TYMS (251-254). Curiosamente um mecanismo de resistência à
inibição é provocado pela própria inibição da TYMS. Devido à sua inibição, nomeadamente pelo
5-FU a TYMS, deixa de conseguir regular a tradução do seu próprio mRNA. Assim, após a
administração do 5-FU verifica-se um aumento da expressão da TYMS levando a um aumento
da resistência ao tratamento quimioterapêutico (252-254).
Estrutura do Gene e Proteína
A enzima metionina sintetase (N-5-metiltetrahidrofolato homocisteína metiltransferase; EC
2.1.13) catalisa a reacção de transferência do grupo metil do 5-MTHF para a homocisteína
dando origem a metionina. Neste processo a cobalamina (vitamina B12) é utilizada pela enzima
como cofactor. Em termos celulares este processo de produção de metionina é extremamente
importante pois a metionina está na origem da SAM que é o principal dador de grupos metil para
a metilação de ácidos nucleicos e proteínas na célula (255-257).
O gene que codifica para a MTR encontra-se localizado em 1q43 e é composto por 33 exões
com tamanhos entre os 60pb e 432pb com excepção do exão 33 que tem 6424pb. Os 32 intrões
têm tamanhos muito variáveis que podem ir de 310pb a 11744pb (Fig. 5) (255-257).
Figura 5 - Esquema do gene da metionina sintetase humana. As caixas a negro representam os exões, as
linhas representam os intrões.
A região a montante do gene caracteriza-se pela ausência de uma TATA box. Existem no
entanto várias possíveis sequências promotoras nessa região: uma sequência E box de -125pb a
-120pb; duas sequências CAAT box de -103pb -97pb e -72pb a -66pb; uma GC box de -55pb a -
46pb. Esta é uma característica comum entre os genes housekeeping (255, 257).
2.2 METIONINA SINTETASE
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O mRNA produzido pelo gene tem aproximadamente 10kb com uma região 5’UTR de 394pb e
uma região 3’UTR de aproximadamente 6,3kb. A região 3’UTR apresenta uma sequência de
poliadenilação canónica e uma cauda poli-A curta. Este mRNA é expresso em todos os tecidos
apresentando uma maior expressão no fígado, músculo esquelético e cardíaco e no pâncreas
(255, 257).
A proteína da MTR é constituída por 1265aa com uma massa molecular de 140kDa. Esta
proteína é monomérica embora existam resultados que mostram que a proteína MTR da
placenta forme heterodímeros. A MTR é uma proteína que apresenta uma elevada homologia
com as proteínas de E. coli e C. elegans (55% e 64% respectivamente), não sendo esta uma
característica muito comum entre proteínas metabólicas (255, 257).
A proteína contém quatro domínios de ligação diferentes. O primeiro domínio na região N-
terminal (1-353aa) é responsável pela ligação e activação da homocisteína por parte da enzima.
Esta região cataliza a transferência do grupo metil da metilcobalamina para a homocisteína. O
segundo domínio compreende a região entre o aa 354 e o aa 649. Este domínio é o local de
ligação ao 5-MTHF catalisando a transferência do grupo metil para a cobalamina. Entre 650-896
aa encontra-se o domínio de ligação à cobalamina e entre 897-1227 aa localiza-se o domínio de
ligação para a S-adenosilmetionina, necessária para activação da metionina sintetase (Fig. 6)
(258-262).
Figura 6 - Diagrama cristalográfico do domínio de activação da enzima metionina sintetase obtido por
difracção de raio-x com uma resolução de 1,8 Å (PDB: 202K) (261)
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Regulação da Expressão e Actividade
A regulação da metionina sintetase é realizada quer ao nível da sua expressão quer ao nível da
modelação da sua actividade. Em termos de controlo da expressão da MTR os mecanismos são
essencialmente pós-transcricionais (263-265). Um dos mecanismos conhecidos é o aumento da
taxa de tradução dos mRNA por acção da cobalamina (264, 265). Foi descoberta uma sequência
IRES (do inglês internal ribosome entry site) cuja eficácia é aumentada pela ligação de um
complexo proteico que envolve a cobalamina (265). Deste modo um aumento da cobalimina
levará a um aumento da taxa de tradução do mRNA da MTR (264, 265). Outra forma pela qual a
MTR é regulada é através da existência de duas grelhas de leitura (ORF; do inglês open reading
frame) a montante da ORF da MTR no mRNA (263). Estas duas ORF codificam para pequenos
péptidos mas têm alguns codões raros na sua sequência. A existência destes codões faz com
que durante o processo de tradução destas ORF os ribossomas fiquem “presos” aguardando a
entrada dos tRNA (RNA de transferência) correspondentes aos codões raros. Todo este
processo faz com a tradução da ORF correspondente à MTR fique impedida, levando a uma taxa
de tradução mais baixa. Mutações que alterem estes codões raros levam ao aumento da taxa de
tradução da ORF da MTR (263).
A enzima metionina sintetase pode existir em duas formas dentro da célula, ligada à cobalamina
(vitamina B12) (holoenzima) ou sem cobalamina (apoenzima). Apenas a holoenzima é funcional
pois a cobalamina é essencial em todo o processo, regulando assim a actividade da enzima.
Estudos realizados demonstram que a grande maioria da MTR (cerca de 90%) se encontra na
forma de holoenzima (266-268). A reacção enzimática catalisada pela MTR têm como função
produzir metionina a partir da transferência de um grupo metil do 5-MTHF para a homocisteína.
No entanto esta transferência não é feita de forma directa. O grupo metil é transferido primeiro
para a cobalamina (cob(I)alamina), originando metilcobalamina e THF, e só depois é transferido
da metilcobalamina para a homocisteína produzindo metionina e regenerando novamente a
cobalamina, podendo o processo recomeçar novamente. Este ciclo é denominado de ciclo
catalítico. No entanto a cada 200 a 1000 ciclos catalíticos a cob(I)alamina sofre uma oxidação
formando cob(II)alamina, uma forma inactiva desta vitamina (266-269). Desta forma para que a
enzima MTR possa voltar a adquirir actividade é necessário proceder à redução da
cob(II)alamina. A esse processo dá-se o nome de ciclo de activação e envolve a ligação de SAM
à enzima MTR e a formação de um complexo entre esta e a enzima metionina sintetase
reductase (MTRR) (266, 267, 270, 271). Durante o ciclo de activação a MTR, com a colaboração
da MTRR, vai transferir um grupo metil da SAM para a cob(II)alamina ao mesmo tempo que
ocorre a redução desta. Assim forma-se metilcobalamina que estará pronta a reiniciar os ciclos
catalíticos da enzima MTR. Assim a actividade da MTR está dependente da cobalamina, bem
como da existência de SAM e MTRR para a sua reactivação cíclica (266, 267, 270, 271).
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Polimorfismos
O polimorfismo mais relevante do gene MTR é o A2756G. Este polimorfismo corresponde a uma
substituição não-sinónima de uma adenina por uma guanina que resulta na alteração de um
ácido aspártico por uma glicina (D919G) na proteína (225, 255, 256). Esta modificação ocorre na
região de ligação da cobalamina à MTR (225, 255, 256). No entanto o efeito desta alteração
permanece controverso. Alguns trabalhos sugerem que se trata de uma alteração activadora,
levando a uma maior ligação da MTR à cobalamina e portanto uma maior produção de metionina
e menor quantidade de homocisteína em circulação (272-276). Existem, no entanto, estudos que
relacionam o alelo G a um aumento da homocisteína e diminuição da metilação, associando esta
alteração a uma menor actividade da enzima MTR (277-280). Uma das razões para os
resultados serem discrepantes deve-se ao facto de a metabolização da homocisteína não ser
exclusiva da MTR, podendo ser realizada pela cistationina beta-sintetasse (CBS) dando origem a
cistationina (281). Assim, possíveis efeitos provocados por alterações da actividade da MTR
podem ser mascarados a nível da homocisteína pela actividade da CBS. Desta forma um maior
conhecimento sobre este polimorfismo é necessário de maneira a poder melhor compreender as
potenciais alterações metabólicas por ele provocadas.
Este polimorfismo apresenta variações de frequência nas diversas regiões do globo. Na Ásia e
na Europa o genótipo GG apresenta uma frequência de 3%, enquanto nos Estados Unidos da
América e em África apresenta uma frequência de aproximadamente 6% (225).
Patologias associadas
Devido ao seu papel fundamental no ciclo do folato alterações na enzima MTR poderão causar
problemas nas células que estarão na origem de várias patologias. As principais alterações
provocadas por alterações no funcionamento da MTR são essencialmente os níveis de
homocisteína e de metilação do DNA. Uma diminuição da actividade da enzima MTR provocará
uma maior concentração na homocisteína e uma diminuição da concentração de metionina o que
levará posteriormente a uma diminuição da metilação do DNA (255-257).
O aumento da homocisteína poderá ser prejudicial para as células devido à formação de
tiolactona (282). Este composto forma-se a partir da homocisteína que se acumula quando
ocorrem falhas no seu metabolismo. A tiolactona tem a capacidade de acilar proteínas
provocando danos celulares graves podendo mesmo induzir a transformação oncogénica (282).
Para além deste efeito, o aumento da homocisteína parece estar relacionado com instabilidade
genética como a formação de micronúcleos (283).
Quanto ao efeito da diminuição da metilação do DNA o efeito é semelhante ao visto para
alterações na TYMS: a hipometilação levará a uma desregulação da transcrição de diversos
genes, o que será particularmente grave no caso da activação de oncogenes (142-145).
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Para além destes efeitos mais específicos da função da MTR, a sua desregulação poderá
provocar um efeito mais generalizado em todo o ciclo do folato denominado a “armadilha do
metil-folato”. A “armadilha do metil-folato” consiste na incapacidade do 5-MTHF proveniente da
dieta entrar no ciclo do folato devido à inactividade da MTR (Fig.1) (284). A reacção da MTR é a
única forma de converter o 5-MTHF proveniente da dieta em THF de forma a distribuir o folato
pelas várias reacções do ciclo do folato. Se a enzima MTR for inactivada o 5-MTHF não
conseguirá ser metabolizado acabando por ser excluído da célula pois como não se encontra
poli-glutamilado não conseguirá ser retido (284). Isto irá provocar não só efeitos ao nível da
metilação mas também ao nível da formação de dTMP pela TYMS pois sem THF na célula não
haverá formação de 5,10-MTHF necessário para a formação desse nucleótido (Fig.1) (284).
Assim a desregulação do funcionamento da MTR poderá levar ao surgimento de diversas
patologias. Iremos agora analisar o modo como o polimorfismo A2756G da MTR poderá estar
associado ao desenvolvimento de algumas dessas patologias.
Os resultados acerca dos efeitos do polimorfismo A2756G no risco de desenvolver algum tipo de
cancro têm sido muito variáveis consoante a patologia estudada e mesmo dentro de uma
determinada patologia têm sido obtidos resultados divergentes. Existem alguns estudos que
indicam o alelo 2756G é um factor de risco para desenvolver uma neoplasia em diversos órgãos,
nomeadamente próstata, mama, bexiga, bem como outro tipo de patologias como doença
coronária (285-294). No entanto foram obtidos resultados por outros autores que contrariam
estes, apresentando o alelo 2756G como factor protector para o desenvolvimento de diversas
patologias. Algumas dessas patologias são as mesmas para as quais foram encontrados os
resultados contrários, nomeadamente o cancro da mama, a doença coronária e o linfoma (295-
302). Um artigo de revisão de 2010 fez uma meta-análise dos artigos que relacionaram este
polimorfismo com o desenvolvimento de doenças oncológicas e obteve um resultado
interessante dado que o polimorfismo tem papéis diferentes em diferentes populações
geográficas estudadas. Em populações asiáticas o alelo 2756G apresenta-se como um factor de
risco para o desenvolvimento de cancro, enquanto em populações europeias apresenta-se como
um factor protector (303).
São poucos os estudos que analisaram o efeito do polimorfismo MTR A2756G no CCR, sendo
ainda menos aqueles que encontraram resultados estatisticamente significativos. Em termos do
carcinoma do cólon, um estudo apresenta resultados não estatisticamente significativos para o
efeito protector do alelo 2756G no desenvolvimento de CCR (304). Os estudos que apresentam
resultados estatisticamente significativos associam o polimorfismo ao desenvolvimento de
adenomas do cólon (305-307). Dois desses estudos apresentam o alelo 2756G como sendo um
factor de risco, enquanto o terceiro apresenta o alelo 2756G como factor protector para o
aparecimento de adenomas (305-307).
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Inibidores
A inibição da metionina sintetase tem um elevado interesse em termos de potencial
quimioterapêutico. No entanto pouco se sabe sobre a inibição da MTR e poucos estudos têm
sido realizados no sentido de procurar novos inibidores para esta enzima.
Um dos inibidores conhecidos da actividade da MTR é o etanol (308-310). Hoje é sabido que não
é o álcool por si que inibe a MTR mas sim um dos produtos da sua metabolização, o acetaldeído,
que forma aductos covalentes na enzima levando à sua inibição (308-310). A inibição da
actividade pelo acetaldeído está relacionada com um aumento da homocisteína nas células
(308-310).
Um outro inibidor conhecido da MTR é o óxido nitroso (N2O) e seus derivados. O N2O é há
muitos anos usado como anestésico. Alguns efeitos secundários após a anestesia, como a
elevação da homocisteína, levaram ao estudo do modo de acção do N2O que levavam a esses
efeitos (311). O mecanismo de inactivação da MTR por parte do óxido nitroso está ligado à
oxidação da cob(I)alamina em cob(II)alamina fazendo com que o ciclo catalítico da MTR fique
interrompido (312-314). A inibição causa uma acumulação de 5-MTHF no citoplasma das células
dando origem à “armadilha do metilfolato” (312, 315).
Em termos futuros a estratégia para a descoberta de novos inibidores da MTR passa por uma de
três estratégias possíveis (258). Uma das estratégias passa pela criação de um antifolato que
compita com o 5-MTHF pela ligação à enzima, impedindo que esta se ligue a um dos seus
substratos. Outra estratégia poderá passar por criar um análogo da SAM que se ligue à MTR
impedindo assim a redução da cobalamina ao seu estado activo, permanecendo a enzima no
seu ciclo de activação sem conseguir prosseguir para o ciclo catalítico. A terceira estratégia
passa por criar um análogo do outro substrato da enzima, a homocisteína, impedindo a sua
catalização (258).
Factores Nutricionais
Dada a sua posição e as suas interacções com diversos factores a MTR é um potencial alvo
para a existência de interacções com factores nutricionais. Um desses factores é o consumo de
álcool pois, tal como vimos anteriormente, este é um inibidor da MTR. Vários estudos se têm
debruçado sobre a interacção entre o consumo de álcool e o polimorfismo A2756G no risco para
desenvolver determinadas patologias (304, 305, 307, 316, 317). Os resultados não são, contudo,
consensuais entre todos eles. A maioria dos estudos apresentam uma associação entre o maior
consumo de álcool e o alelo 2756A como maior risco para desenvolver patologias como cancro
do pâncreas, cancro colo-rectal e adenomas colo-rectais (304, 307, 316, 317). Outro estudo no
entanto relaciona o elevado consumo de álcool com o alelo 2756G como factor de risco para o
desenvolvimento de adenoma colo-rectal (305).
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Outro factor nutricional importante é o consumo de vitamina B12 (cobalamina) devido a esta ser
um cofactor essencial para o funcionamento da MTR. Existe um estudo que associa a interacção
entre o alelo 2756G do polimorfismo da MTR e o baixo consumo de vitamina B12 com um maior
risco de desenvolver CCR (318).
Por último um dos principais nutrientes que poderá estar relacionado o funcionamento da MTR é
o folato. Como já vimos anteriormente a actividade da MTR é responsável por incorporar o folato
proveniente da dieta no ciclo do folato através do 5-MTHF (Fig.1). Assim os níveis de consumo
de folato poderão modelar a actividade da enzima. Existe um estudo que associa a interacção
entre o alelo 2756G e o baixo consumo de folato com um risco superior de desenvolver cancro
da bexiga (319).
Devido a todas as possibilidades de interacções entre o polimorfismo A2756G e o consumo de
determinados nutrientes obtidos na dieta e dado o baixo número de estudos efectuados até ao
momento, nomeadamente em CCR, torna-se essencial aumentar o número de estudos de modo
a investigar possíveis interacções entre MTR e a dieta.
3. DOENÇA DE CROHN
A doença de Crohn (DC) é uma doença inflamatória do tracto gastrointestinal que afecta milhões
de pessoas mundialmente (320). Durante muito tempo foi considerada uma doença de países
desenvolvidos afectando essencialmente o Norte da Europa e a América do Norte, apresentando
uma baixa incidência na Ásia e em África (321-323). No entanto nos últimos anos esta diferença
tem-se vindo a esbater essencialmente devido a uma adopção de um modo de vida mais
“ocidentalizado” nos países em vias de desenvolvimento (320, 324).
Na Europa está descrita uma prevalência que varia entre 10 e 150 casos por cada 100.000
habitantes, com uma distribuição semelhante entre homens e mulheres (325, 326). Estudos nos
EUA apontam para uma prevalência cerca de 174 casos por cada 100.000 habitantes,
verificando-se a mesma tendência que na Europa para a distribuição por género (327). Em
Portugal um estudo publicado em 2007 estimou uma prevalência da DC de 60 casos por cada
100.000 habitantes (328). A mortalidade em pacientes com DC é apenas ligeiramente superior
ao resto da população de acordo com duas meta-análises de 2007 e 2010 (329, 330). A idade
média de diagnóstico para a DC encontra-se nos 30 anos de acordo com vários estudos
realizados em vários locais do mundo (331, 332).
O conjunto de acontecimentos na origem da DC permanece ainda hoje por elucidar de forma
clara. É no entanto aceite por todos a base multifactorial desta patologia para a qual contribuem
factores genéticos e ambientais.
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Caracterização Clínica e Terapêutica
A DC caracteriza-se por ser uma doença inflamatória transmural que pode envolver várias
regiões do tracto gastrointestinal desde a boca até ao ânus, sendo que entre 40% dos casos
envolvem a regiões do cólon e íleo (333). A localização das regiões afectadas tende a ser
estável ao longo do tempo, sendo que apenas 10% dos pacientes apresenta uma alteração da
localização (334, 335). As lesões mais comuns que afectam estes doentes são as estrituras
intestinais, fistúlas ou abcessos, podendo a progressão das lesões ocorrer no espaço de
semanas ou de décadas (333). Esta progressão pode ser retardada, parada ou até mesmo
revertida com recurso a terapia adequada (336, 337). As lesões com maior probabilidade de
serem curadas são as lesões superficiais da mucosa, ao passo que as úlceras são mais difíceis
de curar e as estrituras fibróticas são normalmente definitivas (336, 337). As lesões iniciais serão
essencialmente inflamatórias e não-penetrantes, evoluindo com o passar do tempo para
abcessos, úlceras e estrituras. A evolução da doença está intimamente ligada à sua localização
no tracto gastrointestinal, uma vez que as lesões no intestino delgado tendem a progredir de
forma mais frequente e mais rápida, ao passo que as lesões na região do cólon tendem a
permanecer inflamatórias e não-penetrantes por mais tempo (334, 335). Os casos de DC podem
ser classificados de acordo com os critérios da classificação de Montreal que compreendem a
idade de diagnóstico, localização das lesões e comportamento da doença (338). Quanto à idade
de diagnóstico esta classificação distingue três grupos: abaixo dos 16 anos (A1), entre os 16 e
40 anos (A2) e acima dos 40 anos (A3). No que se refere à localização os casos podem ser
classificados consoante as lesões se encontram no íleo (L1), cólon (L2), colo-ilíacas (L3), ou na
parte superior do trato gastrointestinal (L4). Por último no que concerne ao comportamento da
doença esta pode ser classificada como não-penetrante e não-estriturante (B1), estriturante (B2),
penetrante (B3) e perianal (p), sendo que esta última categoria é utilizada em combinação com
as outras categorias (B1, B2 e B3) (338).
Os principais sintomas apresentados por doentes com DC são a dor abdominal, desregulação da
função intestinal e a hemorragia rectal (336, 337), podendo apresentar outros sintomas como
náusea, febre, vómito entre outros (339). As lesões localizadas na região colo-rectal tendem a
apresentar sintomatologia mais cedo que as lesões situadas no intestino delgado que podem
ficar latentes por vários anos (336, 337). A maioria dos pacientes apresentará os sintomas de
forma intermitente alternando episódios agudos com alturas de remissão com duração variável,
enquanto 20% dos pacientes desenvolverão uma doença crónica (336, 337). A sintomatologia
não está directamente relacionada com o decurso da doença pois lesões como as úlceras e
estrituras podem permanecer assintomáticas por vários anos (337). Para além das
manifestações no tracto gastrointestinal a DC pode apresentar manifestações extra-intestinais
nomeadamente complicações oculares, músculo-esqueléticas, vasculares e renais (340).
Estudos realizados nos últimos anos têm demonstrado um aumento da homocisteína associado
aos pacientes com DC (341-344). A hiperhomocisteinemia poderá ter origem em deficiências em
vitaminas B6 e B12 (343, 345) e estar na origem de algumas manifestações extra-intestinais
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como a osteoporose (346), problemas vasculares (345, 347) bem como estar associada ao
desenvolvimento de cancro colo-rectal (348).
Durante muitos anos o objectivo da terapêutica na DC consistia em apenas no alívio dos
sintomas. No entanto os objectivos da terapêutica actual passam pela remissão clínica da
doença (349, 350). A estratégia terapêutica na DC pode passar por diferentes grupos de
fármacos ou em casos mais extremos pela cirurgia.
Um dos tipos de fármacos mais utilizado são os corticosteróides. Os corticosteróides são dos
fármacos mais eficazes na indução de remissão na DC, apresentando no entanto alguns efeitos
adversos não sendo utilizados como terapêutica permanente (351). Entre os corticosteróides
mais utilizados encontram-se a prednisolona e a budesonida (352).
Os 5-Aminosalicilatos (5-ASA) são dos fármacos mais utilizados como monoterapia inicial
podendo ser utilizados em combinação com os corticosteróides em casos mais severos. Este
grupo de fármacos permite uma utilização mais prolongada devido à sua menor toxicidade. Entre
os 5-asa mais utilizados encontram-se a sulfasalazina e a mesalazina (352).
Outro fármaco muito importante no tratamento da DC é a Azatioprina (AZA). Esta droga é
altamente eficaz em casos moderados ou severos de DC, sendo recomendada em casos onde
exista dependência de esteróides (353, 354).
Nos casos em que estas terapias não apresentem resultados pode-se recorrer a uma terapia de
imunossupressão de segunda linha. Estes tratamentos podem incluir agentes terapêuticos como
o metotrexato, ciclosporina ou o anti-corpo monoclonal anti-TNF (infliximab) (355, 356).
Nos casos em que a terapia medicamentosa falha há que recorrer à cirurgia. Aproximadamente
75% dos doentes com DC terão que recorrer a cirurgia em algum ponto do decurso da sua
patologia, sendo o objectivo das terapias mais recentes evitar ao máximo o ter que recorrer a
este processo (357).
Factores Genéticos
Desde cedo que diversas evidências epidemiológicas revelaram a existência de um papel
importante de factores genéticos no desenvolvimento da DC (358). Vários estudos em gémeos
monozigóticos evidenciavam uma maior frequência de DC quando comparados com gémeos
dizigóticos (358). Isto levou a que vários estudos tenham sido feitos desde então na tentativa de
identificar os genes envolvidos no desenvolvimento de DC. No entanto esta busca não tem sido
tarefa fácil devido a diversos factores como o envolvimento de diversos genes, a hereditariedade
não-mendeliana de alguns destes genes e a influência de factores ambientais (358). Até ao
momento foram identificados mais de 30 loci que parecem estar envolvidos quer no surgimento,
quer no prognóstico da DC, abrangendo diversas funções celulares tais como: receptores de
reconhecimento celular, homeostase epitelial, autofagia, diferenciação linfocitária, resposta
imunológica e apoptose (359). Nestes loci existem três genes para os quais as associações
encontradas têm mostrado maiores evidências de estarem associados a um aumento da
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susceptibilidade: NOD2 (nucleotide-binding oligomerization domain-2), IL23R (interleukin 23
receptor) e ATG16L1 (Autophagy-related protein 16-1) (358).
Nos genes de receptores celulares associados a maior susceptibilidade para desenvolver DC o
destaque vai para o gene NOD2. Este gene é expresso em diversos tipo de células
nomeadamente monócitos, macrófagos, células dendríticas e células de Paneth, sendo a sua
função o reconhecimento do dipéptido muramil com origem no peptidoglicano bacteriano
ajudando assim a desencadear a resposta imunitária.(360, 361). Cerca de 30 polimorfismos
deste gene têm sido associados à susceptibilidade para desenvolver DC mas os três mais
comuns são R702W, G908R e 1007Fs (362-364). Embora os efeitos destes polimorfismos não
estejam claramente definidos parecem resultar numa resposta imunitária deficiente na presença
de bactérias. Estes polimorfismos encontram-se com maior frequência em populações Europeias
de pacientes com DC (35-45%) do que em populações com origem no continente africano ou
asiático (364-367).
A produção desregulada de citoquinas tem sido associada à génese de DC, nomeadamente
devido a um aumento de células T CD4+ (368). Neste aumento está envolvido o gene IL23R,
relacionado com o aumento de células Th17 (T helper 17). Este gene, que é altamente expresso
em células T memória do sistema imunitário, está envolvido em processos pró-inflamatórios.
Quando activado pela IL23 (interleucina 23) este gene irá levar a um aumento dos níveis da IL17
(interleucina 17) produzida pelos linfócitos Th17, desencadeando processos pró-inflamatórios
que se encontram em pacientes com DC (369). Vários estudos têm associado alterações neste
gene com a susceptibilidade para o desenvolvimento de DC (369-371).
O gene ATG16L1 está envolvido em processos de autofagia. A autofagia é um processo celular
altamente regulado que consiste na degradação de estruturas intracelulares danificadas e de
invasores patogénicos intracelulares (372). Este processo representa uma forma de defesa
contra microorganismos intracelulares e cuja desregulação poderá estar no aparecimento de
uma resposta imunológica inata anormal. Esta resposta imunológica anómala poderá estar
envolvida no aparecimento de DC, não estando no entanto o mecanismo pelo qual tal poderá
acontecer totalmente elucidado. Vários estudos têm no entanto mostrado uma forte correlação
entre o gene ATG16L1 e o aumento da susceptibilidade para o aparecimento de DC (373, 374).
Em relação aos genes associados ao metabolismo do folato o gene MTHFR (metileno
tetrahidrofolato reductase) tem sido estudado acerca da influência do seu polimorfismo C677T na
susceptibilidade para a DC. Nenhuma associação foi encontrada entre este polimorfismo e o
risco de DC (375-377). Em relação ao gene MTR (metionina sintetase) apenas um estudo foi
realizado em DC, não tendo sido encontrada qualquer associação, tendo sido no entanto
encontrada associação com colite ulcerosa (290).
Para além de associações de genes a susceptibilidade de DC também foram encontradas várias
associações entre diversos genes e o prognóstico em pacientes com DC. Novamente o gene
NOD2 demonstra diversos tipos de associações, evidenciando o seu importante papel nesta
patologia.
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Vários genes têm sido associados ao aparecimento precoce da DC. Entre eles encontram-se os
genes mencionados anteriormente: NOD2, IL23R e ATG16L1 (378, 379). Existem também, no
entanto, alguns estudos que contrariam qualquer tipo de associação entre os genes e a idade de
diagnóstico (380).
Relativamente à manifestação da doença existem diversos tipos de associações conhecidas.
Alterações no gene NOD2 têm sido associadas à formação de estrituras e estenose levando a
uma obstrução intestinal aguda (381, 382). No que se refere ao fenótipo inflamatório da doença
este está associado a um aumento das citocinas pró-inflamatórias, tais como IL6 (interleucina 6),
IL8 (interleucina 8) e TNFα (tumor necrosis factor α) e a uma diminuição das citocinas anti-
inflamatórias tais como a IL10 (interleucina 10) (383-386). Deste modo vários autores estudaram
possíveis associações de polimorfismos nos genes destas várias citocinas com o fenótipo
inflamatório da DC. Foram encontradas associações principalmente entre polimorfismos nos
genes da IL6 e do TNFα com actividade inflamatória em pacientes com DC (387-390).
Existem também polimorfismos em diversos genes que têm sido associados a diferentes
localizações das lesões em pacientes com DC. Uma vez mais o NOD2 surge como um desses
factores, associado a lesões na parte superior do tracto gastrointestinal (391). Alterações no
gene da IL10 aparecem associadas a lesões na região do íleo (392) enquanto alterações no
gene ATG16L1 aparecem associadas as lesões ileocolónicas (393).
Uma área particularmente interessante para o estudo de influência do genótipo é a terapêutica.
Vários estudos têm sido realizados na área da farmacogenética na tentativa de melhor adequar o
tratamento sugerido a um paciente de acordo com o seu genótipo. Um dos exemplos onde se
obtiveram resultados é o caso do gene TPMT (thiopurine S-methyltransferase) e o fármaco
azatioprina. Vários estudos revelaram uma associação entre polimorfismos no gene TPMT e
efeitos secundários da terapia com azatioprina, nomeadamente a toxicidade ao nível da medula
óssea (394, 395). Outro caso encontrado é a associação do polimorfismo G2677T do gene
MDR1 (multidrug resistance protein 1) com a intolerância a tratamentos com azatioprina e
metotrexato (396, 397).
Factores Ambientais
Sendo a DC uma patologia com origem multifactorial para além dos factores genéticos existem
factores ambientais que se encontram relacionados não só com a susceptibilidade como com o
decurso da DC. De entre os diversos factores estudados podemos salientar dois: os hábitos
tabágicos e a dieta (398).
Os hábitos tabágicos são um dos factores ambientais mais estudados na DC (399). O tabaco
tem sido estudado quer como factor de susceptibilidade quer como factor preponderante no
decurso da doença. Dos vários estudos realizados ao longo dos anos tem-se verificado um
aumento de risco de desenvolver DC entre os indivíduos fumadores quando comparados com os
não fumadores (399-401). Os mecanismos associados a este aumento da susceptibilidade ainda
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não estão completamente esclarecidos embora existam algumas hipóteses em aberto. Uma está
relacionada com o facto de o tabaco diminuir a imunidade celular e humoral (402, 403). Outra
hipótese relaciona os hábitos tabágicos com uma diminuição da motilidade intestinal (404).
Existem ainda a possibilidade de o efeito do consumo de tabaco na susceptibilidade de
desenvolver DC esteja associado a alterações na vasodilatação intestinal que pode resultar em
isquémia e fibrose (405, 406).
Para além da importância como factor promotor da DC, o tabaco apresenta-se como um factor
importante no decurso da doença, levando a um pior prognóstico (407). O tabaco tem sido
associado a uma maior probabilidade de recidivas (408) e a uma maior dependência de
imunomoduladores (409). Os hábitos tabágicos têm ainda sido associados a uma progressão da
doença mais rápida (410, 411).
A dieta é também um factor com possibilidade de influenciar o desenvolvimento e decurso da
DC, através da alteração da microflora entérica ou através da alteração da expressão e
interacção genética (412). De entre os vários nutrientes estudados os açúcares, as gorduras e a
fibra são os que mais se têm destacado como influenciadores da DC (412).
O elevado consumo de açúcares tem sido associado por vários ao longo dos anos como um
factor de risco de desenvolvimento de DC (413-415). O mecanismo pelo qual o consumo de
açúcar poderá estar associado ao desenvolvimento de DC estará relacionado com o
desenvolvimento de resistência à insulina, criando assim uma inflamação crónica (416). No
entanto os resultados não são consensuais havendo alguns autores que defendem não haver
ligação, mostrando assim haver alguma inconsistência nos resultados (417).
Em relação ao efeito do consumo de fibra no desenvolvimento de DC os resultados têm sido
ainda mais inconsistentes. Existem estudos que mostram uma correlação negativa entre o
consumo de fibra e a susceptibilidade para desenvolver DC (418, 419). Esta diminuição da
susceptibilidade poderá estar relacionada com a produção de butirato durante a fermentação das
fibras. O butirato tem um papel anti-inflamatório pois previne a produção de citocinas pró-
inflamatórias (420). Existem contudo estudos que apresentam resultados onde a fibra não
parece influenciar a susceptibilidade para o desenvolvimento de DC (421). Esta inconsistência
nos resultados não permite mais do que especular de uma forma teórica sobre o papel do
consumo de fibra na DC.
Um dos nutrientes ao qual tem sido dado mais destaque nos anos recentes é a gordura, dado o
seu papel no estado inflamatório (422). Os ácidos gordos polinsaturados (AGPI) n-6 e n-3 são
obtidos exclusivamente pela dieta e são extremamente importantes no estado inflamatório (423).
Dos AGPI n-6 o ácido linoleico é o que mais se destacada por ser o percursor metabólico do
ácido araquidónico. O ácido araquidónico é conhecido por estar associado a processos
inflamatórios (424). No sentido inverso nos AGPI n-3 o ácido α-linoleico está na origem do ácido
eicosapentaenóico (AEP) e do ácido docosahexanóico (ADH), responsáveis por um efeito
antagonista na produção de ecosanoides pró-inflamatórios por parte do ácido araquidónico
(425). O AEP e o ADH suprimem ainda a produção de algumas citocinas pró-inflamatórias e
inibem a expressão de alguns genes associados ao processo inflamatório (423, 426).
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Diversos estudos epidemiológicos realizados demonstraram haver uma correlação entre o maior
consumo de gorduras, nomeadamente de AGPI n-6 e com um menor consumo de AGPI n-3, e a
susceptibilidade para desenvolver DC (415, 427, 428). O ratio do consumo de n-6:n-3 quando
elevado tem sido associado por alguns autores aumento do risco de desenvolver DC (429, 430).
Nas sociedades industrializadas verifica-se um ratio de 20:1 quando o aconselhado seria um
ratio de cerca 2:1 (430).
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II. OBJECTIVOS
O objectivo geral desta tese consitiu na avaliação da influência de alterações em genes do ciclo
do folato, bem como de variáveis nutricionais, no desenvolvimento de cancro colo-rectal (CCR) e
em Doença de Crohn (DC). Para tal foi efectuado um estudo de vários genes do ciclo do folato,
mas que incidiu especialmente nos genes da timidilato sintetase (TYMS) e da metionina
sintetase (MTR), bem como um estudo do padrão alimentar dos indivíduos com estas patologias.
Foi ainda avaliada a interacção entre os factores genéticos e nutricionais no surgimento e
desenvolvimento das doenças em estudo.
Para cumprir este objectivo foram desenvolvidos quatro estudos distintos cujos objectivos
específicos se encontram descritos a seguir.
Cancro Colo-rectal
Através da análise de duas populações, uma de pacientes com CCR e uma população controlo,
procedeu-se à realização de três estudos distintos que pretendiam cumprir os seguintes
objectivos:
Estudo 1
 Estudar a prevalência do polimorfismo MTR A2756G
 Analisar o genótipo de três polimorfismos localizados em genes do ciclo do folato
(MTHFR C677T, MTR A2756G e SHMT C1420T) com especial relevância para o
polimorfismo MTR A2756G e sua associação com o risco de CCR;
 Avaliar o padrão alimentar dos indivíduos com CCR, comparticular incidência nos
nutrientes envolvidos no ciclo do folato (folato, metionina, glicina, vitamina B6, vitamina
B12, álcool);
 Avaliar a influência da interacção da ingestão de nutrientes e as variáveis genéticas no
risco de CCR.
Estudo 2
 Estudar a prevalência de dois polimorfismos do gene TYMS (deleção de 6pb e repetição
de 28pb)
 Analisar o genótipo destes polimorfismos do gene TYMS e a sua associação com o risco
de CCR;
 Avaliar a influência da interacção da ingestão de nutrientes e as variáveis genéticas no
risco de CCR.
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Estudo 3
 Analisar a expressão relativa em tumores e tecidos normais adjacentes de quatro genes
do ciclo do folato (MTR; TYMS; SHMT1; MTHFR);
 Correlacionar os níveis de expressão com o desenvolvimento das células tumorais;
 Estudar a influência de diferentes polimorfismos (MTR A2756G; MTHFR C677T; SHMT1
C1420T; TYMS deleção 6pb; TYMS repetição 28pb) nos níveis de expressão;
 Pesquisar a existência e expressão de transcritos alternativos;
 Avaliar a possível interacção dos níveis de expressão dos diferentes genes em células
tumorais.
Doença de Crohn
No estudo da Doença de Crohn foi realizado um estudo caso-controlo, onde avaliámos uma
população de pacientes com DC e uma população controlo com os seguintes objectivos:
Estudo 4
 Estudar a prevalência do polimorfismo MTR A2756G
 Analisar o genótipo deste polimorfismo e a sua associação com o risco de desenvolver
DC;
 Avaliar o padrão alimentar dos indivíduos com DC, com particular incidência nos
nutrientes envolvidos no ciclo do folato (folato, metionina, glicina, vitamina B6, vitamina
B12, álcool);
 Avaliar a influência da interacção da ingestão de nutrientes e as variáveis genéticas no
risco de DC.
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I. ESTUDO 1 – Risco de Cancro Colo-Rectal associado ao polimorfismo
C677T da 5,10-Metilenotetrahidofolato Reductase, em pacientes
Portugueses, depende da ingestão de nutrientes dadores de grupos
metilo1
1 “Risk of colorectal cancer associated with the C677T polymorphism in 5,10-
methylenetetrahydrofolate reductase in portuguese patients depends on the intake of methyl-
donor nutrients”
American Journal of Clinical Nutrition 2008;88(5):1413-8
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RESUMO
Introdução: Os polimorfismos localizados em genes envolvidos no metabolismo do folato e
alguns nutrientes relacionados com o metabolismo do grupo metilo estão implicados no cancro
colo-rectal (CCR).
Objectivo: Investigámos a associação de 3 polimorfismos genéticos MTHFR C677T
(metilenotetrahidrofolato reductase), MTR A2756G (metionina sintetase), e SHMT C1420T
(serina hidroximetiltransferase) com a ingestão de nutrientes dadores de grupos metil no risco de
CCR.
Metodologia: Foi estudada a ingestão de nutrientes dadores de grupos metil e os 3
polimorfismos em indivíduos com CCR (n=196) e controlos saudáveis (n=200), com distribuição
semelhante para a idade e género.
Resultados: Com excepção da ingestão de folato, que foi significativamente inferior nos doentes
(P = 0,02), não se observaram diferenças entre os grupos na ingestão de outros nutrientes
dadores de grupos metilo. O elevado consumo de folato (>406,7 µg/dia) foi associado a um risco
significativamente menor de CCR (odds ratio: 0,67; IC 95%: 0,45-0,99). O polimorfismo MTR
A2756G não estava associado ao risco de desenvolver CCR. Em contraste, indivíduos
homozigóticos para a variante (TT) do MTHFR C677T, apresentaram um risco 3 vezes superior
de CCR (IC 95%: 1,3-6,7). Do mesmo modo, a homozigotia para o polimorfismo SHMT C1420T
também revelou um aumento de 2,6 vezes no risco de desenvolver CCR (IC 95%:1,1-5,9).
Quando foram estudadas as interacções entre variáveis, o consumo reduzido de todos os
nutrientes dadores de grupos metilo estava associado a um aumento de risco de CCR nos
participantes homozigóticos para o polimorfismo MTHFR C677T, mas apenas foi observada uma
interacção estatisticamente significativa no folato (odds ratio: 14,0; IC 95%: 1,8-108,5). Não se
verificou nenhuma associação significativa com os polimorfismos MTR ou SHMT.
Conclusão: Estes resultados revelam uma associação entre a variante MTHFR C677T e a
ingestão de folato no risco de CCR.
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INTRODUÇÃO
O cancro colo-rectal (CCR) é uma patologia complexa que envolve múltiplos factores genéticos e
nutricionais (1). No que se refere aos factores nutricionais, foi demonstrado que o folato
desempenha um papel preventivo na carcinogénese colo-rectal, provavelmente pelo seu
envolvimento no processo de metilação e síntese de DNA (2). Outros nutrientes como a
metionina, a vitamina B6, e a vitamina B12, que interagem metabolicamente com o folato neste
processo, poderão igualmente influenciar o risco de CCR (3). Nalguns desses estudos, a
associação inversa observada entre os níveis de folato e o risco de CCR era modificada pelos
polimorfismos genéticos das enzimas envolvidas no metabolismo do folato, em especial na
metilenotetrahidrofolato reductase (MTHFR). A substituição C677T no gene MTHFR, que
converte a alanina em valina, resulta numa enzima termolábil com reduzida actividade (4). Vários
estudos demonstraram que esta variante (TT) está associada a um risco diminuído de CCR, mas
apenas quando o nível de folato está normal ou elevado. Tal como descrito por Crott e Mason
(4), o polimorfismo da MTHFR é possivelmente o único polimorfismo genético conhecido que
alterna entre ser factor de risco ou protector, dependendo dos níveis de nutrientes. Para além
disso, porque o metabolismo do folato envolve a interacção de diferentes formas co-enzimáticas
da vitamina em múltiplos ciclos, assim como mecanismos de feedback entre ciclos, é também
importante estudar a influência conjunta que outros polimorfismos de genes envolvidos nestes
ciclos possam exercer. A metionina sintetase requer, como co-factor, a presença de vitamina
B12, na forma de metilcobalamina. Foi descrita uma variante neste gene, A2756G, que resulta
na substituição do aspartato por glicina. São inconsistentes os resultados de estudos na
neoplasia colo-rectal; alguns revelam que o genótipo GG está associado a uma diminuição do
risco de CCR (5,6), outros mostram um possível aumento no risco de adenomas colo-rectais (7).
Nestes estudos não foram analisadas associações com a dieta. A serina hidroximetiltransferase
(SHMT) é uma enzima dependente da piridoxina (vitamina B6). Foi identificado um polimorfismo,
C1420T, que resulta da substituição do aminoácido leucina por fenilalanina. O significado
funcional deste polimorfismo não é ainda conhecido. Apenas um único estudo avaliou a
influência que este polimorfismo possa ter no risco de CCR, e nenhuma associação foi
encontrada. Mais uma vez, não foi examinada a associação com a ingestão dietética (8). Assim,
o objectivo deste estudo caso-controlo foi avaliar o papel destes polimorfismos no risco de CCR




Os participantes do estudo foram anteriormente descritos (9). De forma resumida, tratou-se de
um estudo caso-controlo, realizado no Instituto Português de Oncologia de Lisboa Francisco
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Gentil EPE. Este estudo foi aprovado pelo Comité Cientifico de Ética do Instituto Português de
Oncologia de Lisboa Francisco Gentil EPE, e todos os doentes e controlos forneceram o seu
consentimento informado por escrito para participarem no estudo.
O grupo de doentes incluiu 196 indivíduos com diagnóstico histológico de CCR [104 homens, 92
mulheres; idade (média ± desvio padrão): 64,2 ± 11,3 anos)], enquanto o grupo controlo incluiu
200 indivíduos saudáveis, dadores de sangue ou voluntários recrutados do mesmo Instituto, com
distribuição semelhante por género e idade (106 homens, 94 mulheres; idade média: 62,2 ± 12,1
anos), e sem história prévia de cancro em nenhuma localização. Não foi realizada colonoscopia
aos controlos para excluir hipótese de CCR, mas nenhum indivíduo apresentava sintomas da
patologia nem anemia. Dos casos, 169 dos 196 (86,5%) tinham um diagnóstico recente de CCR,
e os restantes 27 (13,5%) estavam sob tratamento por recidiva da doença. No que diz respeito a
terapêuticas anteriores, 119 dos 196 (60,7%) não tinham recebido nenhuma forma de
tratamento, 28 dos 196 (14,3%) já tinham sido submetidos a cirurgia, 13 dos 196 (6,6%) tinham
sido sujeitos a radioterapia pélvica, 11 dos 196 (5,6%) tinham sido submetidos a um ou mais
ciclos de quimioterapia, e 25 dos 196 (12,8%) tinham sido sujeitos a uma combinação de
tratamentos. Segundo a classificação Tumor – Nódulos – Metástases, os estadios eram: estadio
I, 24 de 178 (13,5%); estadio II, 64 de 178 (35,9%); estadio III, 53 de 178 (29,8%); estadio IV, 37
de 178 (20,8%).
Avaliação da ingestão nutricional
Para quantificação da ingestão de folato, vitamina B6, vitamina B12, glicina, metionina, serina, e
álcool, foi utilizado o questionário de frequência alimentar validado para a população portuguesa
(10). Foi solicitado aos participantes que recordassem os seus hábitos alimentares, no caso dos
doentes relativamente ao ano anterior ao diagnóstico de CCR, no caso dos controlos
relativamente ao ano anterior à entrevista. Imagens coloridas da maioria dos itens alimentares,
revelando 3 porções diferentes, assim como medidas práticas de chávenas e colheres foram
utilizadas para facilitar a quantificação da ingestão. O tipo e quantidade de alimentos ingeridos
foram então analisados através da versão modificada da base de dados do software Food
Processor, versão 7 (ESHA Research, Inc, Salem, OR) onde estão incluídos alguns itens de
alimentos portugueses, o que permite a quantificação dos diferentes macro e micronutrientes. Os
valores de nutrientes foram calculados a partir de alimentos e suplementos (11 dos 196 doentes
e nenhum dos controlos tomavam suplementos). A actividade física no ano anterior ao
diagnóstico de cancro, nos doentes, ou no ano anterior à entrevista, nos controlos, foi avaliada
através do questionário de Arroll (11), que permitiu agrupar os indivíduos em 3 níveis diferentes:
baixa (0), intermédia (1) e elevada (2). Os hábitos tabágicos foram avaliados pelo número de
cigarros/dia.
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Processo de Genotipagem
Foram colhidas amostras de sangue total e armazenadas em cartões Cards Kit 3-mm. A
extracção de DNA foi realizada utilizando Generation Capture Card Kit-DNA Purification, DNA
Elution (Gentra Systems Inc, Minneapolis, MN). O polimorfismo GAC/GTC no codão 677 do gene
MTHFR e o polimorfismo A2756G do gene MTR (5,10-metilenotetrahidrofolato reductase) foram
genotipados utilizando Assays-by-Design TaqMan para análise de discriminação alélica (Applied
Biosystems, Foster City, CA). O polimorfismo C1420T do gene SHMT foi genotipado com sondas
TaqMan desenhadas com o software Beacon Designer 5.0 (Premier Biosoft, Palo Alto, CA).
Foram utilizadas sondas para o alelo C (CAGAGGGAAGAGAGAGGCGAAGC), para o alelo T
(CAGAGGGAAGAAAGAGGCGAAGC), para o primer forward
(GAAAGAGTTCAAGGAGAGACT), e para o primer reverse (CTCCTTTAGAAGTCAGGCAG). A
reacção em cadeia da polimerase (PCR, do inglês polymerase chain reaction) foi realizada com
a mistura de: 4 μl de DNA genómico, 10 μl de Taqman Universal PCR Master Mix (Applied 
Biosystems), 1 μl de 20x assay mix e ddH2O até perfazer 20 μl de volume final. Foi usado o 
seguinte protocolo de amplificação: desnaturação a 95°C durante 10 min, seguida de 40 ciclos
de desnaturação a 92°C durante 15 s, e emparelhamento e extensão a 60°C durante 1 min.
Todas as reacções foram realizadas no iCycler iQ Multicolor Real Time PCR Detection System
(Bio-Rad, Hercules, CA). Após PCR, o genótipo de cada amostra foi atribuído automaticamente
pelo software do equipamento, através da medida da fluorescência específica de cada alelo.
Os indivíduos foram classificados em homozigóticos para a variante se possuíssem 2 alelos
mutados, heterozigóticos se possuíssem apenas um alelo mutado, e por fim homozigóticos wild-
type quando não tinham qualquer alelo mutado. Quando analisada a interacção entre as
variáveis genéticas e nutricionais, foi utilizado o valor da mediana para cada nutriente. Para a
maioria dos nutrientes, a percentagem de indivíduos (casos e controlos) que ingeriu a dose
recomendada de ingestão foi superior a 80%, pelo que não utilizámos os valores da dose
recomendada de ingestão mas sim da mediana de consumo.
Métodos estatísticos
A análise estatística foi realizada através do software SPSS versão 15.0 para Windows (SPSS
Inc, Chicago, IL). Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão, como número (e
percentagem) de indivíduos, ou como odds ratio (OR) com IC de 95%. A análise bivariada foi
realizada utilizando o teste t de Student ou teste Mann-Whitney para variáveis contínuas, e o
teste qui-quadrado para variáveis categóricas. Foi usada regressão logística múltipla para avaliar
as variáveis relacionadas com o risco de CCR. A significância das interacções foi calculada
através do teste likelihood ratio comparando o modelo de interacção com outro contendo apenas
o efeito de 2 variáveis. O nível de significância foi estabelecido para um P<0,05.
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RESULTADOS
Características da população e estilos de vida
Ambos os grupos eram semelhantes na distribuição por idade e género. Alguns doentes (23%)
apresentaram história familiar positiva de CCR em primeiro ou segundo grau, contrastando com
apenas 8% da população controlo (P<0,001; OR: 3,4; IC 95%: 1,85-6,29). Não foram
identificadas diferenças nos hábitos tabágicos entre os grupos (P>0,05); mas os doentes,
quando comparados com os controlos, apresentaram um índice de massa corporal
significativamente inferior (em kg/m2: 25,6±4,2 comparado com 27,0±3,9, P=0,01) e eram
significativamente menos activos (P=0,001). Contudo, o exercício por si não influenciou o risco
de desenvolver CCR (OR: 0,78; IC 95%: 0,53-1,1).
Avaliação da ingestão nutricional
A ingestão nutricional diária de folato, vitamina B12 e B6, glicina, metionina, serina e álcool é
apresentada na Tabela 1. Não se verificaram diferenças significativas entre casos e controlos,
excepto no consumo de folato que foi significativamente inferior nos doentes (P=0,02).
Analisando o risco associado à ingestão deste nutriente, observámos um risco (OR) de 0,67 (IC
95%: 0,45-0,99) para os indivíduos com elevada ingestão de folato (> 406,7 µg/dia). O consumo
de álcool foi superior nos doentes, mas a diferença não atingiu significado estatistico, uma vez
que 35,2% dos doentes e 38,5% dos controlos não consumia qualquer tipo de bebida alcoólica.
No entanto, se considerarmos apenas os consumidores de ambos os grupos, observámos que a
ingestão média diária era significativamente superior nos doentes do que nos controlos: 38,8g/d
vs 31,0 g/d, respectivamente (OR: 1,97; IC 95%: 1,19-3,26). Ao analisarmos a influência conjunta
de 2 ou mais nutrientes na modulação do risco de CCR, não foi verificada nenhuma interacção
entre variáveis, excepto para o elevado consumo de álcool que em combinação com baixa
ingestão de folato, foi associado a um aumento marginal no risco de desenvolver CCR (OR:
1,47; IC 95%: 0,94-2,30; P=0,08).
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(n=200) P OR (IC 95%)2
Vitamina B6 (mg/d) 2,83 ± 1,063 2,85 ± 0,98 NS 0,77 (0,50-1,14)
Vitamina B12 (μg/d) 14,5 ± 9,1 14,3 ± 8,23 NS 0,98 (0,66-1,45)
Folato (μg /d) 401,6 ± 161,9 434,3 ± 161,3 0,02 0,67 (0,45-0,99) 
Glicina (mg/d) 5,39 ± 2,8 5,10 ± 2,34 NS 1,00 (0,68-1,50)
Metionina (mg/d) 2,85 ± 1,28 2,78 ± 1,13 NS 0,99 (0,67-1,50)
Serina (mg/d) 5,15 ± 2,20 5,14 ± 1,95 NS 0,89 (0,59-1,30)
Álcool (g/d) 25,17 ± 39,8 19,14 ± 43,42 NS 1,08 (0,73-1,61)
1 - As diferenças em nutrientes foram determinadas utilizando o teste Mann-Whitney ajustado para idade, sexo e história
familiar de cancro colo rectal. OR, odds ratio.
2 - Os OR foram determinados utilizando valores acima e abaixo do valor da mediana de consumo. Os cut-offs utilizados
foram: vitamina B6, 2,7mg; vitamina B12,12,5µg; folato, 406,7µg; metionina, 2,58mg; serina, 4,86mg; glicina, 4,68mg; e
álcool: 3,4g/d.
3 - média ± desvio padrão (para todos os valores).
Genótipos dos Polimorfismos
As frequências dos genótipos dos polimorfismos encontram-se descritas na Tabela 2. Nos
controlos, as distribuições dos genótipos encontravam-se em equilíbrio Hardy Weinberg com
excepção para o polimorfismo MTHFR C677T. Nos controlos, as frequências das variantes
alélicas dos genótipos MTHFR C677T, MTR A2756G, e SHMT C1420T foram respectivamente
31,2%, 16,7%, e 26,5%, e nos casos 32,7%, 15,1% e 28,6%, respectivamente. O polimorfismo
MTR A2756G per si não foi associado a um aumento do risco de CCR (Tabela 2). Pelo contrário,
indivíduos homozigóticos para a variante MTHFR 677 (TT) apresentaram um risco 3 vezes
superior de CCR (OR: 3,01; IC 95%: 1,3-6,7). Da mesma forma, a homozigotia para o
polimorfismo SHMT C1420T revelou um risco 2,6 vezes superior de desenvolver CCR (IC 95%:
1,1-5,9). Nenhuma das variantes alélicas dos três polimorfismos foi associada ao risco de CCR.
Analisando apenas o grupo de doentes, não verificámos nenhuma correlação entre o genótipo e
sexo, localização do tumor (cólon ou recto), estadio da doença, ou história familiar de CCR.
Também avaliámos a interacção dos 3 polimorfismos na modulação do risco de CCR. Para cada
género não se observou haver interacção com os genótipos (dados não apresentados).
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Tabela 2 – Frequências genotípicas e associação com o risco de CCR
1 - Calculados com teste de qui-quadrado.
2 - O genótipo wild type/heterozigótico foi a categoria de referência para o cálculo do OR (regressão múltipla). OR foi
ajustado para idade, sexo, e história de cancro colo rectal.
Interacção entre dieta e polimorfismos
A interacção entre a ingestão de vários nutrientes dadores de grupos metilo e álcool, e do
polimorfismo MTHFR C677T é apresentada na Tabela 3. Curiosamente, observámos que um
consumo reduzido de todos os nutrientes dadores de grupos metilo estava associado a um
aumento do risco de desenvolver CCR nos indivíduos TT, mas apenas foi observada uma
interacção significativa para o folato (OR: 14,0; IC 95%: 1,8-108,5). A ingestão de álcool não
mostrou nenhum efeito na modulação do risco. Relativamente aos polimorfismos MTR A2756G e
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Tabela 3 – Odds Ratio (OR) para o risco de CCR de acordo com o polimorfismo C677T MTHFR e a dieta1
MTHFR C677T
p para a interacção
CC/CT TT
Vitamina B6
Baixo 0,83 (0,55-1,26)2 1,77 (0,67-4,68)
NS
Elevado 1 7,22 (1,6-32,6)
Vitamina B12
Baixo 1,01 (0,67-1,53) 2,71 (0,9-8,0)
NS
Elevado 1 3,95 (1,2-12,4)
Folato
Baixo 0,77 (0,51-1,17) 1,50 (0,59-3,8)
0,05
Elevado 1 14,0 (1,8-108,5)
Glicina
Baixo 1,1 (0,7-1,6) 2,0 (0,7-5,3)
NS
Elevado 1 8,2 (1,8-36,9)
Metionina
Baixo 1,1 (0,75-1,76) 2,1 (0,8-6,2)
NS
Elevado 1 5,9 (1,6-1,3)
Serina
Baixo 0,92 (0,6-1,4) 1,79 (0,63-5,14)
NS
Elevado 1 5,7 (1,6-20,4)
Álcool
Baixo 1,1 (0,72-1,6) 3,5 (1,1-11,3)
NS
Elevado 1 3,2 (1,1-9,5)
1 – O genótipo combinado wild type/heterozigotico (CC/CT) e baixo consumo foi a categoria de referência para o cálculo
dos OR (regressão múltipla). Os OR foram ajustados para idade, sexo, história de cancro colo rectal e determinado
utilizando os valores acima ou abaixo do valor mediano de consumo. Os cut-offs foram: vitamina B6, 2,7 mg; vitamina
B12, 12,5µg; folato, 406,7µg; metionina, 2,58mg; serina, 4,86mg; glicina: 4,68mg e álcool: 3,4g/d.
2 - OR; IC 95% dentro de parêntesis (para todos os valores).
DISCUSSÃO
O presente estudo caso-controlo avaliou, numa população Portuguesa, o risco de CCR e a
interacção entre a ingestão de folato e de outros nutrientes relacionados com o metabolismo do
grupo metil, e polimorfismos genéticos de enzimas do ciclo do metabolismo do folato. Vários
estudos epidemiológicos, clínicos, e em animais realizados nas últimas 2 décadas sustentam a
ideia de que baixos níveis de folato predispõem à carcinogénese colo-rectal (12). Os
mecanismos biológicos associados à depleção de folato e carcinogénese colo-rectal incluem a
alteração na síntese de nucleótidos, na metilação do DNA, ou em ambos, já que o folato é o
intermediário principal para a maioria das reacções de metilação no metabolismo celular (2, 12-
15).
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Apesar da maioria dos estudos se focarem apenas no folato, existem outros nutrientes, como
vitamina B6 ou a vitamina B12, que são importantes co-enzimas necessárias à actividade de
diferentes enzimas envolvidas nestes ciclos de metilação, como a MTR ou SHMT, ou certos
aminoácidos essenciais e não essenciais que desempenham igualmente importantes funções no
ciclo da metilação do DNA. Por estas razões, no presente estudo avaliámos a influência destes
nutrientes relacionados com o metabolismo do grupo metilo de forma isolada e também em
interacção com as enzimas do ciclo da metabolização do folato, MTHFR, MTR, e SHMT, no risco
de CCR.
Os nossos dados revelam que, excepto para o folato, nenhum dos outros nutrientes que
analisámos de forma isolada ou conjuntamente, influenciou o risco de CCR. Para o folato,
observámos que uma ingestão superior a 406,7 µg/dia reduzia o risco de CCR em mais de 30%
(OR: 0,67; IC 95%: 0,45-0,99). Estes resultados estão de acordo com a maioria dos estudos
epidemiológicos prospectivos publicados (16,17), apesar de recentemente ter sido levantada a
hipótese de um consumo elevado de folato, nos indivíduos possuidores de lesões pré-malignas,
adenomas colo-rectais por exemplo, poder na realidade aumentar o risco de CCR (7,18).
Contudo, gostaríamos de destacar que este aumento no risco de CCR é observado quando são
utilizadas doses farmacológicas de ácido fólico (a forma sintética de folato, com melhor
biodisponibilidade) e não com a ingestão de apenas folato proveniente da dieta. No que respeita
à influência que os polimorfismos exercem no risco de CCR, o polimorfismo C677T do gene da
MTHFR é provavelmente o mais estudado, mas a sua relação com o CCR mantém-se incerta. A
presença desta variante polimórfica (TT) revelou reduzir in vitro a actividade da enzima a 30%
(19), o que pode resultar numa redução significativa da metilação do DNA nos indivíduos TT em
comparação com os indivíduos CC e CT (20).
Contrariamente à maioria dos estudos previamente publicados que revelam uma redução de
50% no risco de CCR nos indivíduos detentores do genótipo TT, nós observámos que o genótipo
TT estava associado a um aumento no risco CCR (OR: 3,01; IC 95%: 1,3-6,7). No entanto, uma
análise crítica aos estudos anteriormente publicados sugere que o efeito protector do genótipo
TT parece estar fortemente dependente do consumo de folato. Assim, nos primeiros estudos
realizados nos países da América do Norte, Chen et al (21) verificaram que o genótipo TT
poderia mesmo aumentar o risco de CCR em homens com um elevado consumo de álcool (OR:
1,56; IC 95%: 0,65-3,81). O álcool é um conhecido antagonista do metabolismo do folato, e de
forma semelhante à depleção de folato, foi demonstrado que um abuso crónico de álcool resulta
numa hipometilação do DNA (22). Num estudo posterior, Ma et al (23), revelaram que o genótipo
TT conferia um efeito protector no risco de CCR, mas apenas nos indivíduos com um consumo
elevado de folato. Nos homens com consumo reduzido de folato, o genótipo TT estava na
verdade associado a um aumento do risco de desenvolver CCR (OR: 1,33; IC 95%: 0,34-5,17).
Destaca-se que todos os estudos desde então realizados na América do Norte (que
inequivocamente revelam um efeito protector do genótipo TT) foram efectuados depois da
política legislativa de fortificação dos cereais com ácido fólico. Finalmente, é preciso ter em conta
que até 35-50% dos adultos americanos consomem regularmente suplementos vitamínicos, a
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maioria dos quais fornecem 400 μg de ácido fólico por comprimido. Todas as considerações 
acima mencionadas, são possíveis explicações para o facto de todos os estudos realizados nos
EUA desde 1998-2000, que examinam o efeito do polimorfismo MTHFR C677T, observarem um
efeito protector do genótipo TT, porque a ingestão de folato era elevada na grande maioria, se
não mesmo em todos os indivíduos (23,24). No estudo publicado por Le Marchand et al (25) os
autores observaram um consumo total de folato entre 500 e 600 μg/dia, enquanto no presente 
estudo observámos um consumo perto dos 400μg/dia. Esta diferença de consumo, poderá ser 
uma explicação plausível, para a divergência de resultados obtidos em estudos oriundos da
Europa (26-28), México (29), ou mesmo da Austrália (30), onde o genótipo TT foi na realidade
associado a um risco aumentado de CCR. A fortificação não foi implementada nem na Europa
nem na Austrália; é por isso muito provável que os níveis de folato sejam substancialmente mais
baixos do que em países onde a fortificação já foi implementada. A sustentar esta hipótese,
quando analisámos a interacção entre a ingestão de folato e o polimorfismo da MTHFR,
observámos que um consumo reduzido de folato era especialmente deletério nos indivíduos TT
(OR: 14,0; IC 95%: 1,8-108,5). A razão para não termos observado um efeito protector do folato
nos indivíduos TT, deve-se provavelmente ao facto de na nossa população o consumo de folato
não alcançar os níveis necessários, para transformar o genótipo TT num factor protector.
No presente estudo avaliámos igualmente o efeito do recentemente descrito polimorfismo na
MTR, o A2756G (31). Tal como nós, Ma et al (5) e Marchand et al (25) observaram que o
polimorfismo do MTR não estava associado ao risco de CCR, nem se verificou interacção
significativa com nenhum dos nutrientes dadores de grupos metilo analisados.
Finalmente, também estudámos o polimorfismo SHMT1 C1420T. Que seja do nosso
conhecimento, existe apenas um estudo até à data que examinou a relação entre o genótipo do
SHMT1 e o risco de CCR, não tendo sido observada qualquer interacção (7). Recentemente,
Van den Donk et al (32) estudaram a relação entre este polimorfismo, dieta e adenomas
colorectais e concluíram que o polimorfismo SHMT1 C1420T não desempenhava qualquer papel
na carcinogénese colo rectal. Uma das hipóteses para esta falta de interacção, segundo Chen et
al (8), é que a SHMT2 (outra isoforma da mesma enzima) poderá também fornecer o grupo
carbono necessário para o metabolismo do folato. Nos nossos dados observámos que este
polimorfismo estava associado a um aumento no risco de desenvolver CCR, no entanto o
significado das nossas observações é limitada dado o reduzido número de indivíduos
homozigóticos para a variante (n = 9). Uma vez que a significado funcional deste polimorfismo
não é ainda conhecido, e devido ao número reduzido de indivíduos homozigóticos, estes
resultados necessitam de confirmação.
Em conclusão, o presente estudo demonstra que o polimorfismo MTHFR C677T modifica o risco
de desenvolver CCR dependendo dos níveis de folato consumidos. Que seja do nosso
conhecimento, a influência deste polimorfismo genético nunca foi examinado nos países da
Europa do Sul, onde o consumo de folato, e outros nutrientes dadores de grupos metilo, bem
como o de álcool é certamente diferente dos países do Norte da Europa ou da América. Uma vez
que a politica de fortificação de ácido fólico nunca foi implementada no nosso País, e o consumo
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de suplementos vitamínicos não é frequente, é expectável que a nossa população apresente
níveis relativamente baixos de ingestão folato. Esta é uma explicação plausível para o facto, de
na nossa população, o genótipo TT estar associado a um risco aumentado de desenvolver CCR,
particularmente nos indivíduos com baixa ingestão de folato (Tabela 3).
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II. ESTUDO 2 – Polimorfismos 5’ e 3’ UTR da Timidilato Sintetase
modulam o risco de Cancro Colo-Rectal de forma independente da
ingestão de dadores do grupo metilo2
2 “5' and 3' UTR Thymidylate Synthase polymorphisms modulate the risk of colorectal cancer
independently of the intake of methyl group donors”
Molecular Medicine Reports 2008 Sep-Oct;1(5):747-52
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RESUMO
A timidilato sintetase catalisa a conversão de dUMP em dTMP usando o 5,10-
metilenotetrahidrofolato como dador de grupos metil, sendo esta uma etapa limitante na síntese
de DNA. Estão descritos dois polimorfismos para este gene: um polimorfismo de repetição de
28pb em tandem na região enhancer do promotor a 5’ (3R vs 2R) e uma deleção de 6pb na
região 3’ UTR. Ambos os polimorfismos podem afectar os níveis de proteína na célula. No
presente estudo caso-controlo pretendemos investigar a influência destes dois polimorfismos no
desenvolvimento de cancro colo-rectal (CCR), assim como a sua possível interacção com o
consumo de folato, vitamina B6 e vitamina B12. Um total de 196 casos e 200 controlos, com
igual distribuição de sexo e idade, foram seleccionados para este estudo. Não foi encontrada
qualquer associação entre o polimorfismo 28pbrpt e o desenvolvimento de CCR, tendo sido no
entanto observado que indivíduos com o genótipo 6bp/del e del/del apresentam um risco
significativamente inferior de desenvolver CCR (OR=0,47; IC95%= 0,30-0,72). Um genótipo
combinado (2R/2R; 6bp/del+del/del) está associado, de forma estatisticamente significativa, a
uma redução superior do risco de desenvolvimento de CCR (OR=0,42; IC95%= 0,26-0,69). Não
foram encontradas interacções entre os polimorfismos estudados e a ingestão nutricional de
vitaminas. Estes resultados indicam, pela primeira vez, que o alelo del do polimorfismo de
deleção na região 3’UTR é um factor protector para o desenvolvimento de CCR de forma
independente do consumo na alimentação de dadores de grupos metil.
Palavras-Chave: Polimorfismos da Timidilato Sintetase; Cancro Colo-rectal; Vitamina B6;
Vitamina B12; Folato; Dadores de grupos metil
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INTRODUÇÃO
O cancro colo-rectal (CCR) é um dos tipos de cancro com maior incidência e prevalência nas
sociedades desenvolvidas (1), representando 9,4% dos cancros nos indivíduos do sexo
masculino e 10,1% no sexo feminino (2). Em Portugal é uma das principais causas de morte por
cancro, e tem uma das maiores taxas de mortalidade na Europa (3,4).
É sabido que este tipo de tumores tem uma origem multifactorial, envolvendo quer factores
genéticos quer factores ambientais (5,6). Um dos factores que tem sido associado a uma
diminuição do risco de desenvolver CCR é o consumo elevado de folato (7-9). Vários estudos
sugerem uma associação inversa entre o estado do folato, quer na medição da ingestão quer na
medição de folato em circulação, e o risco de desenvolver este tipo de tumores (10). O possível
mecanismo pelo qual uma deficiência de folato aumenta, e uma suplementação de folato diminui
o risco para CCR tem sido estudado nos últimos anos (11-13), e estará relacionado com o
envolvimento desta vitamina na mediação da transferência de grupos metil (Fig.1). Através desta
aparentemente simples acção, o folato desempenha um papel-chave em vários processos
relacionados com a integridade do DNA, tais como a síntese e metilação do DNA (11-15). Isto
explica o facto de vários estudos feitos in vitro e in vivo mostrarem que uma deficiência em folato
resulta em quebras de cadeia do DNA, hipometilação, deficiência nos mecanismos de reparação
do DNA e aumento da mutagénese (11-15). Nalguns destes trabalhos, foi observado que a
associação inversa entre os níveis de folato e o risco de CCR poderia ser modificada por
polimorfismos em genes de enzimas envolvidas no metabolismo desta vitamina, nomeadamente
a metilenotetrahidrofolato reductase (MTHFR) e a timidilato sintetase (TYMS). A primeira é uma
enzima que catalisa a conversão irreversível de 5,10-metilenotetrahidrofolato (5,10-MTHF) em 5-
metiltetrahidrofolato (5-MTHF), desempenhando assim um papel fundamental na metilação do
DNA e na sua síntese (Fig. 1).
Vários estudos anteriores sugerem que a suplementação de folato poderá ser particularmente
eficaz em indivíduos que possuam o alelo T do polimorfismo C677T MTHFR (16-19), dado que
este polimorfismo causa instabilidade termolábil na enzima, reduzindo assim a sua actividade. A
TYMS é a enzima responsável por catalisar a conversão de deoxiuridina monofosfato (dUMP)
em deoxitimidina monofosfato (dTMP), competindo com a MTHFR pelo substrato 5,10-MTHF
para esta reacção (20). Em relação à TYMS foi identificado um polimorfismo na região 5’ do
promotor do gene que contém 2 (2R) ou 3 repetições (3R) de uma sequência com 28pb (21).
Alguns estudos indicam que os indivíduos homozigóticos para o alelo 3R têm níveis de mRNA e
proteína superior aos homozigóticos para as 2R (22). Outro polimorfismo identificado neste gene
é uma deleção de 6pb na região 3’UTR do gene da TYMS, sendo que alguns estudos associam
esta deleção a uma diminuição dos níveis de mRNA cerca de 4 vezes em comparação com os
indivíduos homozigóticos para a não deleção (23). A maioria dos estudos realizados até ao
momento tem examinado o papel destes polimorfimos na resposta dos indivíduos à
quimioterapia baseada em 5-fluorouracilo (5-FU), demonstrando que indivíduos com
polimorfismos associados a elevada expressão do gene têm uma pior resposta ao tratamento e
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um pior prognóstico (24). Poucos estudos, do nosso conhecimento até ao momento, têm
estudado a importância do conjunto dos polimorfismos da TYMS no risco de desenvolver CCR, e
os efectuados apresentam alguma discrepância nos resultados, assim como variação entre
diferentes regiões do globo (25-31).
Figura 1 – Ciclo do folato
As enzimas encontram-se em negrito e itálico. CBS (cistationina-β-sintase), DHFR (dihidrofolato reductase), MTR 
(metionina sintetase), MTHFR (metilenotetrahidrofolato reductase), SHMT (serina hidroximetiltransferase), TS (timidilato
sintetase). 5,10-metilenoTHF (5,10 metilenetetrahidrofolato), 5-metilTHF (5-metiltetrahidrofolato), 10-formilTHF (10-
formiltetrahidrofolato), DHF (dihidrofolato), dTMP (deoxithimidina monofosfato), dUMP (deoxiuridina monofosfato), SAH
(S-Adenosilhomocisteina), SAM (S-adenosilmetionina), THF (tetrahidrofolato), VitB6 (vitamina B6), VitB12 (vitamina B12)
O objectivo deste estudo caso-controlo foi o de examinar a possível influência dos polimorfismos
da TYMS no desenvolvimento de CCR numa população portuguesa, assim como investigar uma
possível interacção entre os polimorfismos e a ingestão de nutrientes da via do folato, tais como
folato e as vitaminas B6 e B12.




Este estudo caso-controlo foi realizado com indivíduos provenientes do Instituto Português de
Oncologia Francisco Gentil de Lisboa (IPOFGL), tendo sido aprovado pelo Comité Científico e de
Ética do mesmo Instituto. Todos os sujeitos participantes no estudo deram o seu consentimento
informado por escrito.
Para esta investigação foram seleccionados 196 pacientes com diagnóstico histológico de CCR
(104 do sexo masculino, 92 do sexo feminino; média de idades 64,2±11,3 anos) e 200 dadores
de sangue saudáveis com uma distribuição de sexo e idade similar à dos pacientes (106
indivíduos do sexo masculino, 94 do sexo feminino; média de idades 62,2±12,1) e sem historial
de qualquer tipo de cancro. Dos pacientes, 169/196 (86,5%) tinham sido recentemente
diagnosticados com CCR, enquanto os restantes se encontravam em tratamento de recidivas.
Em termos terapêuticos 119/196 (60,7%) não haviam recebido qualquer tipo de tratamento,
28/196 (14,3%) haviam sido sujeitos a cirurgia, 13/196 (6,6%) haviam realizado radioterapia
pélvica, 11/196 (5,6%) tinham sido sujeitos a um ou mais ciclos de quimioterapia e os restantes
25/196 (12,8%) estavam sujeitos a uma forma combinada de tratamento. A distribuição por
estadio TNM foi a seguinte: estadio I 24/178 (13,5%); estadio II 64/178 (35,9%); estadio III
53/178 (29,8%) e estadio IV 37/178 (20,8%). Todos os indivíduos do nosso estudo eram
caucasianos.
Avaliação nutricional
Para a quantificação da ingestão de folato, vitamina B6 e vitamina B12 foi utilizado um
questionário de frequência alimentar, validado para a população portuguesa (32). Os
participantes foram convidados a recordar seus hábitos alimentares no ano anterior ao
diagnóstico CRC, no caso dos pacientes, ou no ano anterior à entrevista no caso dos controlos.
Foi analisado o tipo e quantidade de ingestão de alimentos, num banco de dados modificado
para incluir alguns itens de comida portuguesa, através do software Food Processor, versão 7
(Esha Research, Inc, Salem, EUA, 2000), permitindo a quantificação dos diferentes macro e
micronutrientes. Calcularam-se valores nutricionais de alimentos e suplementos (11 / 196
pacientes e nenhum dos controlos tomavam suplementos).
Genotipagem dos polimorfismos
O DNA foi extraído de sangue periférico obtido por punção digital usando Generation Capture
Card Kit (Gentra Systems). Os diferentes fragmentos para análise foram amplificados utilizando
primers específicos para cada determinação alélica (5'-CCTGGCGCACGCTCTCTA-3' e 5'-
GATCTGCCCCAGGTACTGC-3' para o polimorfismo 28pb; 5'-TTTCACAAGCTATTCCCTCAAA-
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3' e 5'-CAGAATGAACAAAGCGTGGA-3' para o polimorfismo 6pb). Ambos os fragmentos dos
polimorfismos foram amplificados utilizando 1,5 U de Taq polimerase (Fermentas, Ontário,
Canadá), com uma concentração de primers de 200 nM e concentração de Mg2+ de 2,5 mM. O
fragmento do polimorfismo 28pbrpt foi amplificado na presença de 2x Enahncer (Invitrogen, CA,
EUA). As etapas de amplificação foram as seguintes: 95ºC durante 10 minutos, seguido de 40
ciclos de 95ºC durante 1 minuto, 60ºC durante 1 minuto e 72ºC durante 1 minuto. Foi realizada
uma etapa de extensão final a 72ºC durante 10 minutos.
O genótipo do polimorfismo TYMS 28bp foi determinado pela separação dos fragmentos em gel
de agarose 2%. Para o genótipo do polimorfismo TYMS 6bpdel foi efectuada a análise por RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) usando 10U da enzima de restrição DraI (New
England Biolabs, MA, EUA) incubada a 37ºC durante 2 horas, seguido de uma separação dos
fragmentos em gel de agarose a 4%.
Análise estatística
Para a determinação do risco realizou-se uma análise de odds ratio usando uma regressão
logística binária, ajustada para sexo, idade e história familiar. A interacção entre polimorfismos e
ingestão de nutrientes foi avaliada através do teste de likelihood ratio. Todas as análises foram
realizadas utilizando o software SPSS, versão 15.0.
RESULTADOS
Do total de 196 casos e 200 indivíduos controlo incluídos neste estudo, 173 casos e 170
controlos foram usados na análise do polimorfismo de repetição 28bp e 185 casos e 193
controlos usados na análise do polimorfismo de deleção 6bp, dado não ter sido possível
amplificar por PCR algumas das amostras de DNA recolhidas.






















1 – Odds Ratio da interação entre a ingestão de nutrientes e a susceptibilidade de CCR. A ingestão de nutrientes foi
dividida em dois grupos de baixo e alto, que significa um consumo menor do que a mediana calculada e maior do que a
mediana, respectivamente (B6 - mediana de ingestão na população controlo: 2,82 µg/dia; B12 - mediana de ingestão na
população controlo: 12.63 µg/dia; Folato - mediana de ingestão na população controlo: 422.22 µg/dia).
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A ingestão média diária de folato, vitaminas B6 e B12 para ambos pacientes e controlos
encontra-se descrita na Tabela 1. Para testar se a ingestão destes nutrientes pode influenciar o
risco de desenvolver o CCR, pacientes e controlos foram divididos em dois grupos, de acordo
com se a ingestão foi maior ou menor do que a mediana calculada para a população controlo,
seguido do cálculo de odds ratio (Tabela 1). Descobrimos que uma ingestão diária de ácido fólico
acima de 422.2±161.3 µg se encontra associada a uma diminuição de 33% do risco de
desenvolvimento de CRC (OR = 0,67; 95% CI = 0.45-1,02). Não houve diferenças
estatisticamente significativas para a ingestão de vitamina B6 ou B12.







2R/2R 24 (13.9%) 30 (17.6%)
0.3302R/3R 102 (59.0%) 87 (51.2%)
3R/3R 47(27.1%) 53 (31.2%)
2R 150 (0.434) 147 (0.432)
1.000
3R 196 (0.566) 193 (0.568)
Deleção 6pb
6bp/6bp 99 (53.5%) 72 (37.3%)
0.0066bp/del 69 (37.3%) 100 (51.8%)
del/del 17 (9.2%) 21 (10.9%)
6bp 267 (0.722) 244 (0.632)
<<0.010
del 103 (0.278) 142 (0.368)
1 – Teste de χ2 entre as duas populações para a distribuição genotípica e alélica dos polimorfismos
As distribuições genotípicas e alélicas do polimorfismo de repetição 28pb e do polimorfismo de
deleção 6pb, para ambos os casos e controlos, são apresentadas na Tabela 2. Uma vez que no
polimorfismo de repetição 28pb encontrámos um único indivíduo com 4 repetições e dado que
não são bem conhecidas as consequências funcionais deste alelo, este sujeito foi excluído da
análise. Quanto à distribuição genotípica, casos e controlos encontram-se em equilíbrio de
Hardy-Weinberg para os dois polimorfismos. Não se observaram diferenças significativas entre
casos e controlos para o polimorfismo de repetição 28pb (P > 0,05). Por outro lado, houve uma
diferença estatisticamente significativa entre casos e controlos para o polimorfismo de deleção
6bp (P < 0,010), com maior frequência do alelo del nos controlos em comparação com os casos.
Este resultado reforça a hipótese de que a presença do alelo del, em heterozigotia ou
homozigotia, representa um efeito protector. Conforme descrito na tabela 3 observámos que os
genótipos 6pb/del e del/del se encontram associados a uma redução do risco de CCR (OR =
0,47, IC 95% = 0,30-0.72). O polimorfismo de repetição 28pb não evidenciou nenhuma
associação significativa com o risco de CCR (OR = 1,33, IC 95% = 0,74-2.39).
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1 – O cálculo de odds ratio foi realizado usando uma regressão logística binária, ajustada para o sexo, idade e história
familiar
Também testámos a hipótese se poderia haver um genótipo combinado deste gene,
influenciando o desenvolvimento de CCR, através de uma análise de odds ratio que compara os
indivíduos homozigotos para o alelo 2R no polimorfismo de repetição 28pb e heterozigóticos ou
homozigóticos para o alelo del do polimorfismo de deleção 6pb (2R/2R, 6bp/del + 6bp/del), com
o resto dos indivíduos. Observámos que os indivíduos portadores deste genótipo combinado
tinham um ainda menor risco de desenvolver CCR (OR = 0,42, 95% CI = 0,29-0,73).
Ao testar se houve uma interacção entre estes polimorfismos e a ingestão das três vitaminas
estudadas, não foram encontradas associações significativas para qualquer dos polimorfismos
analisados (dados não apresentados). Não encontrámos, também, nenhuma correlação entre
qualquer um destes polimorfismos com a localização do tumor, estadio da doença, resposta a
quimio ou radioterapia, ou sobrevivência (dados não apresentados).
DISCUSSÃO
O folato, uma vitamina B solúvel em água, tem sido identificado como factor protector contra
vários tipos de cancro, incluindo o cancro colo-rectal (11, 13). Estudos epidemiológicos e clínicos
indicam que a ingestão de folato e os níveis de folato no sangue são inversamente
correlacionados com o risco de desenvolver adenomas, bem como CCR (7-9). Estudos em
animais também estabeleceram, de forma inequívoca, uma associação causal entre deficiência
de folato e CCR (33). Num estudo posterior Kim et al (34) também mostraram que o efeito de
modulação do folato na carcinogénese colo-rectal dependente tanto do tempo como da dose de
intervenção do folato. Mais recentemente, alguns autores levantaram a questão se a
suplementação com ácido fólico, dada a indivíduos com lesões pré-malignas poderia aumentar o
risco de CCR (35, 36). O mecanismo pelo qual a ingestão de ácido fólico modula o risco de
cancro provavelmente relaciona-se com o facto de o folato fornecer o grupo metil para metilação
de DNA, ou para a conversão de uracilo em timina (10, 12, 37). Estudos moleculares e
epidemiológicos recentes sugerem também que esse efeito protector do folato pode ser ainda
modulado por interacções com polimorfismos genéticos nos genes que codificam enzimas
envolvidas no metabolismo do mesmo. O polimorfismo genético mais estudado é o polimorfismo
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C677T do gene MTHFR. Este polimorfismo pode influenciar o risco de CCR em interacção com
os níveis de folato, ingestão de álcool, vitaminas B6 e B12 ou com a ingestão de dadores de
grupo metil como metionina (13, 38).
Em relação à TYMS, que converte a dUMP para dTMP, um passo limitante na síntese de DNA, a
maioria dos estudos analisaram o impacto de dois polimorfismos (repetição 28bp e deleção 6bp)
como factores de prognóstico ou como indicadores de resposta ao 5-FU. Poucos estudos
avaliaram a influência destes polimorfismos na etiologia do CCR, obtendo resultados
discrepantes. Assim, em relação aos adenomas colo-rectais, as lesões precursoras para CCR,
Ulrich et al (23) observaram que o polimorfismo TYMS 28pb não é um factor de risco para o
desenvolvimento de adenomas colo-rectais, mas houve uma interação gene-nutriente
estatisticamente significativa com a ingestão de folato: entre os indivíduos com genótipo 3R/3R a
ingestão de folato superior a 440 µg/dia foi associada a um risco diminuído, enquanto entre os
indivíduos com o 2R/2R, foi associado a um risco 1,5x superior. Neste mesmo estudo, o
polimorfismo de deleção 6pb da TYMS não foi associado ao risco de desenvolver adenomas
colo-rectais, nem houve qualquer interacção com a ingestão de ácido fólico. Em contraste, Chen
et al (39) num estudo de caso-controlo englobado num estudo prospectivo, Physicians’ Health
Study, observaram uma interacção significativa entre o polimorfismo TYMS 28pbrpt e consumo
de álcool na modulação do risco de desenvolver adenomas colo-rectais. O efeito do polimorfismo
6bp del não foi examinado neste estudo (39).
Em relação à influência destes polimorfismos no desenvolvimento de CCR Ulrich et al
observaram que homens com o genótipo 2R/2R tinham uma redução de 30% do risco de CCR,
em comparação com aqueles com genótipo homozigótico 3R. Nenhuma associação foi
encontrada para o polimorfismo 6pbdel (31). Chen et al (40), usando o mesmo modelo de estudo
no Physicians’ Health Study, não encontraram nenhuma associação entre o risco de CCR e o
polimorfismo de deleção 6pb. Em relação ao polimorfismo de 28pbrpt, os indivíduos com o alelo
2R tinham um risco menor de CCR, embora não estatisticamente significativo, quando
comparados com aqueles com genótipo 3R/3R, sugerindo um efeito protector para o alelo de 2R.
Além disso, nenhum dos genótipos compostos influenciou significativamente o risco de CRC,
nem houve qualquer efeito de modulação por parte dos níveis de folato. Estes resultados estão
apenas parcialmente de acordo com os resultados obtidos no presente estudo. Assim, no nosso
estudo mostrou-se que a ingestão de folato por si só tinha um efeito protector no risco de
desenvolver CCR (OR = 0,67, 95%CI-0.45-0.99). No que diz respeito aos polimorfismos da
TYMS, da mesma forma que Chen et al (40) e Ulrich et al (31), também nós descobrimos que as
diferenças entre as duas populações estudadas em relação ao polimorfismo de 28pbrpt foram
não significativas. Em contraste com os resultados obtidos por Ulrich et al (31), que verificou que
o alelo polimórfico de 6pb da TYMS não se encontrava associado com um risco diminuído de
CCR, no presente estudo, indivíduos homozigóticos ou heterozigóticos para a variante del
tinham claramente um menor risco para o desenvolvimento de CCR. Além disso, combinando-se
o efeito protector do alelo del do polimorfismo TYMS 6pbdel e o alelo de 2R do polimorfismo
TYMS 28pbrpt, encontrámos um genótipo combinado do gene TYMS (2R/2R, 6bpdel/del +
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6bpdel) que se encontra associado a uma diminuição de 58% do risco de desenvolvimento de
CCR.
As razões para as discrepâncias observadas entre os vários estudos não são evidentes, mas é
importante notar que todos os estudos anteriores sobre a influência que estes polimorfismos
genéticos podem ter no risco de desenvolver adenomas colo-rectais ou CCR, foram realizados
na América do Norte onde a dieta é certamente muito diferente da ingestão alimentar média em
Portugal, podendo assim influenciar os resultados obtidos. Podemos também especular que
interacções com outros polimorfismos genéticos poderiam explicar estes resultados diferentes,
embora nós não tenhamos encontrado uma diferença estatisticamente significativa entre a nossa
distribuição genotípica e as dos outros estudos (31, 40), excepto na distribuição genotípica para
o alelo de repetição 28pb na nossa população com CCR e a população com CCR no estudo de
Ulrich et al (p < 0,05) (dados não apresentados) (31). Num estudo anterior, que usou a mesma
população deste estudo, analisámos polimorfismos em genes de enzimas do metabolismo do
folato envolvidas no ciclo de metilação de DNA incluindo o polimorfismo C677T da
metilenotetrahidrofolato reductase (MTHFR). Nenhuma interacção foi observada entre os dois
polimorfismos da TYMS analisados no presente estudo e o polimorfismo C677T da MTHFR na
modulação do risco de CRC (resultados não publicados).
Os resultados obtidos no presente e anteriores estudos (31, 40) sugerem que os alelos que
resultam numa baixa expressão de gene apresentam um efeito protector contra o
desenvolvimento do CCR. Como ambos os polimorfismos contribuem para a concentração final
intracelular da proteína TYMS, investigámos o papel da combinação de dois genótipos (2R/2R +
6bp/del, del/del) no desenvolvimento do CRC. Dado que o alelo 2R está associado um nível
inferior de tradução do mRNA TYMS, e que o alelo del está associado com a instabilidade do
mRNA de TYMS, os indivíduos com este genótipo combinado devem ter um nível mais baixo de
proteína TYMS. Descobrimos que indivíduos com este genótipo combinado têm uma redução de
2,4 vezes no risco de desenvolvimento de CCR. Podemos então colocar a hipótese de que um
baixo nível da proteína TYMS leva a uma redução do risco de desenvolvimento de CCR. Isto
pode ser devido ao facto de a TYMS e MTHFR competirem para o mesmo substrato (5,10-
methilenoTHF). Níveis elevados de TYMS poderiam levar a um esgotamento do pool de 5,10-
methilenoTHF, o que poderia prejudicar a conversão de homocisteína em metionina (Figura 1),
que é o precursor imediato de S-adenosilmetionina, o dador universal de grupos metilo para
várias moléculas incluindo DNA. Assim, pelo menos teoricamente, uma alta actividade de TYMS
poderia prejudicar a metilação de DNA, que tem sido amplamente reconhecida como um
importante mecanismo epigenético de controlo de transcrição dos genes. Esta hipótese precisa
de confirmação e está sendo testada actualmente.
Em conclusão e do nosso conhecimento actual, este é o primeiro estudo realizado num país do
Sul da Europa que mostra um efeito protector para o alelo del do polimorfismo TYMS 6pbdel por
si e também a partir de um genótipo combinado incluindo este alelo, e o alelo 2R do polimorfismo
TYMS 28pbrpt. Estes efeitos protectores não parecem ser mediados pelo consumo de folato ou
pela ingestão de outros dadores de grupos metil.
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Embora sejam necessários mais estudos para compreender a razão de os mesmos
polimorfismos desempenharem papéis diferentes em diferentes populações, os nossos
resultados contribuem para lançar alguma luz na compreensão destas complexas interacções
entre genes e nutrientes na modulação do risco de desenvolver CCR.
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III. ESTUDO 3 – Timidilato Sintetase e Metionina Sintetase encontram-se
sobre-expressas em Cancro do Cólon e Recto3
3 “Thymidylate Synthase and Methionine Synthase are overexpressed in colorectal cancer”
Submetido
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RESUMO
Os genes do ciclo do folato têm sido associados com o desenvolvimento de cancro colo-rectal
(CCR). A sua expressão não foi no entanto ainda estudada de forma global.
Neste estudo tivemos como objectivo avaliar a expressão dos genes da metionina sintetase
(MTR), metilenotetrahidrofolato reductase (MTHFR), serina hidroximetiltransferase (SHMT1) e da
timidilato sintetase (TYMS) em amostras de CCR. Foram ainda determinados os seus
polimorfismos e os níveis de metilação de DNA nas amostras de CCR.
Avaliámos a expressão relativa das amostras tumorais por RT-PCR em Tempo Real em 31
amostras de CCR. Os genótipos para cinco diferentes polimorfismos (deleção de 6pb TYMS,
repetição de 28pb TYMS, MTR A2756G, MTHFR C677T, SHMT1 C1420T) foram analisados por
PCR em tempo real utilizando sondas TaqMan ou por RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism). Os níveis de metilação do DNA foram determinados da cromatografia de HPLC
(High Performance Liquid Chromatography).
Descobrimos que os genes da MTR e TYMS apresentaram um nível significativamente mais
elevado de expressão em amostras de tumores quando comparadas com amostras da mucosa
normal (p <0,05). Não foram encontradas diferenças estatisticamente significativas para a
expressão dos genes MTHFR e SHMT1 embora este último apresentasse uma tendência de
maior expressão. Foram identificados dois transcritos alternativos da TYMS com uma maior
expressão em células tumorais. Verificámos que a expressão do gene da TYMS é
significativamente maior no genótipo 6bp/6bp quando comparado com o 6bp/del + del/del
genótipos no polimorfismo de deleção 6pb TYMS. A expressão do gene SHMT1 está
correlacionada com o polimorfismo C1420T, estando o genótipo CC associado a uma menor
expressão.
A regulação da expressão de genes do ciclo do folato em células cancerígenas favorece a
produção de timidilato para a rápida divisão celular, elevando-se a expressão dos genes da
TYMS e MTR. Esta é a primeira vez que alta expressão do gene da MTR é associada com o
desenvolvimento de CCR, reforçando o seu papel como um possível alvo terapêutico.
Palavras-chave: Cancro colo-rectal; metionina sintetase; metilenotetrahidrofolato reductase;
serina hidroximetiltransferase; timidilato sintase; expressão; ciclo do folato
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INTRODUÇÃO
O cancro colo-rectal (CCR) é hoje um dos cancros mais prevalentes nas sociedades
desenvolvidas (1), representando 9,4% dos cancros nos homens e 10,1% nas mulheres (2). O
CCR é uma doença complexa que envolve múltiplos factores genéticos e nutricionais (3). Entre
os últimos, folato tem mostrado desempenhar um papel importante na carcinogénese colo-rectal,
provavelmente, por causa de seu envolvimento nos processos de metilação e síntese de DNA
(4) (Figura 1).
Figura 1 – Ciclo do folato.
As enzimas encontram-se em negrito e itálico. CBS (cistationina-β-sintase), DHFR (dihidrofolato reductase), MTR 
(metionina sintetase), MTHFR (metilenotetrahidrofolato reductase), SHMT (serina hidroximetiltransferase), TS (timidilato
sintetase). 5,10-metilenoTHF (5,10 metilenetetrahidrofolato), 5-metilTHF (5-metiltetrahidrofolato), 10-formilTHF (10-
formiltetrahidrofolato), DHF (dihidrofolato), dTMP (deoxithimidina monofosfato), dUMP (deoxiuridina monofosfato), SAH
(S-Adenosilhomocisteina), SAM (S-adenosilmetionina), THF (tetrahidrofolato), VitB6 (vitamina B6), VitB12 (vitamina B12)
Poucos estudos foram feitos sobre a expressão dos genes do ciclo de folato em amostras
tumorais provenientes de biópsias de pacientes com CCR. Os estudos realizados até ao
momento incidiram essencialmente no estudo da expressão da timidilato sintase (TYMS) e da
metilenotetrahidrofolato reductase (MTHFR) (5-8). A TYMS catalisa a conversão de dUMP em
dTMP usando 5,10-metilenotetrahidrofolato (5,10-MTHF) como dador de grupos metil (9). A
MTHFR é uma enzima fundamental para o metabolismo do folato catalisando a conversão
irreversível de 5,10-MTHF em 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHF), desempenhando assim um papel
importante na metilação e síntese de DNA (10). Alta expressão de TYMS foi encontrada em
células de CCR, estando associada a uma pior resposta à quimioterapia e uma taxa de
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sobrevivência mais baixa (6-8, 11-13). Um único estudo detectou uma baixa expressão de
MTHFR em células de CCR (5). Do nosso conhecimento actual, não foram realizados até ao
momento estudos que envolvam a expressão dos genes da metionina sintetase (MTR) e da
serina hidroximetiltransferase citosólica (SHMT1). A SHMT1 é uma enzima que converte o
tetrahidrofolato (THF) em 5,10-MTHF (14). A MTR converte homocisteína em metionina, pela
transferência de um grupo metil do 5-MTHF, produzindo assim a molécula que dará origem à S-
adenosilmetionina (SAM) essencial para a metilação do DNA nas células (Fig1). Embora o ciclo
do folato seja considerado fundamental para o ciclo celular funcionar de forma correcta, não foi
feito nenhum estudo abrangente da expressão dos vários genes em amostras de CCR. Portanto,
este estudo teve como objectivo avaliar, pela primeira vez, a expressão dos genes MTR,
MTHFR, TYMS e SHMT1 em amostras de CCR em associação com os seus polimorfismos e
com a metilação do DNA.
MATERIAL E MÉTODOS
Pacientes e Biópsias
Analisámos amostras de tecido provenientes de tumores colo-rectais e das mucosas normais
adjacentes, recolhidos por biópsias de 31 pacientes com diagnóstico histológico de CCR, após
ter sido obtido um consentimento informado. As amostras recolhidas foram armazenadas em
RNA Later (Ambion, Austin, Texas, EUA) a - 80ºC imediatamente após a cirurgia até que a
extracção de RNA foi executada.
Extracção de Ácidos Nucleicos e Síntese de cDNA
O DNA foi extraído de amostras de tecido usando DNeasy Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha)
de acordo com o protocolo do fabricante.
O RNA foi extraído usando SV Total RNA Isolation System (Promega, Manheim, Alemanha),
conforme recomendado pelo fabricante.
O cDNA foi sintetizado usando Multiscribe ™ Reverse Transcriptase (Applied Biosystems, Foster
City, Califórnia, EUA), através hexâmeros aleatórios, de acordo com as instruções do fabricante
num volume total de 50 µl.
Genotipagem de Polimorfismos
O polimorfismo C677T do gene MTHFR e o polimorfismo A2756G MTR foram genotipados
através da discriminação alélica com sondas TaqMan "Assays by Design" (Applied Biosystems,
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Foster City, Califórnia, EUA). O polimorfismo C1420T do gene SHMT1 foi genotipado com o uso
de sondas TaqMan desenhadas com o software BEACON DESIGNER 5.0 (Premier Biosoft, Palo
Alto, Californa, EUA). Primers e sondas utilizadas são apresentados na Tabela 1. Realizaram-se
as reações para a análise em Tempo Real usando misturas de 4µL de DNA genómico, 10 µ l de
iQ™ Supermix (Bio-Rad, Hercules, Califórnia, EUA), 1µL de 20 X Assay mix e ddH2O até
perfazer um volume final de 20µL. O programa de amplificação foi o seguinte: desnaturação a
95ºC por 10 min, seguida de 40 ciclos de desnaturação a 95ºC por 15s, emparelhamento e
extensão a 60ºC durante 1min. Todas as reações foram realizadas no iCycler iQ Multicolor Real
Time PCR Detection System (Bio-Rad, Hercules, Califórnia, EUA). Para os polimorfismos de
repetição de 28pb e deleção de 6pb no gene TYMS a amplificação do DNA por PCR foi realizada
utilizando um conjunto específico de primers para cada determinação do genótipo (Tabela 1).
Tabela 1 – Primers e sondas para a genotipagem e expressão





























Ambos os fragmentos para análise dos polimorfismos foram amplificados utilizando 1,5 U de Taq
polimerase (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA), com uma concentração de
primers de 200 nM e Mg2 + com concentração de 2,5 mM. Os fragmentos do polimorfismo
28bprpt foram amplificados na presença de solução Enhancer 2x concentrada (Invitrogen,
Paisley, Reino Unido). As etapas de amplificação foram como se segue: 95ºC durante 10
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minutos, seguido de 40 ciclos de 95ºC durante 1 minuto, 60ºC durante 1 minuto e 72ºC durante 1
minuto. Uma etapa final de extensão foi efectuada a 72ºC durante 10 minutos. O genótipo do
polimorfismo de repetição de 28pb da TYMS foi determinado pela separação do gel de agarose
2% dos fragmentos. Para o genótipo de deleção de 6pb usámos a análise por RFLP (Restriction
Fragment Length Poymorphysm) usando 10 U de DraI (New England Biolabs, Ipswich,
Massachusetts, EUA) para a digestão, a 37ºC durante 2 horas, seguida de uma separação em
gel de agarose a 4% dos fragmentos.
Expressão Génica
A expressão dos genes em amostras de tumor e no tecido adjacente normal foi obtida usando
PCR em Tempo Real quantitativo com base na metodologia de fluorescência das sondas
TaqMan. Para tal foram desenhados primers e sondas específicos para cada gene gene,
estando as sondas marcadas com o fluoróforo FAM (Tabela 1). Para evitar a detecção de DNA
genómico as sondas foram localizadas nos limites do exão-exão dos genes. O rRNA 18S
Humano foi usado como um gene de controlo endógeno. Realizaram-se as reacções para a
análise em Tempo Real usando misturas de 2µL do cDNA, 10 µl de iQ™ Supermix (Bio-Rad,
Hercules, Califórnia, EUA), primers a 500nM, sondas a 300nM, 1µL de Eukaryotic 18S rRNA
Endogenous Control (Applied Biosystems, Foster City, Califórnia, EUA) e ddH2O até o volume
final de 20µL. A amplificação foi realizada como se segue: desnaturação a 95ºC durante 10 min,
seguido de 40 ciclos de desnaturação a 95ºC durante 15s, emparelhamento e extensão a 60ºC
durante 1min. Todas as reações foram realizadas no iCycler iQ Multicolor Real Time PCR
Detection System (Bio-Rad, Hercules, Califórnia, EUA). A expressão relativa dos genes das
amostras tumorais em função das amostras de tecido normal adjacente foi determinada
utilizando o método de ddCt (15).
Quantificação de 5-metilcitosina
A quantificação de nucleótidos foi realizada através da digestão do DNA, seguida de separação
e quantificação por cromatografia líquida de alta performance (HPLC). A hidrólise da 10µg de
DNA foi feita usando 600mU de Nuclease Microcócica (Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri, EUA)
e 10mU Fosfodiesterase II (Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri, EUA) num tampão com 250 mM
HEPES e 100 mM CaCl2 a 37ºC durante 3 horas. Após a digestão as amostras foram
defosforiladas usando 260mU de Fosfatase Alcalina (Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri, EUA) a
37ºC durante 1 hora. Posteriormente as amostras foram injectadas numa coluna cromatográfica
Aquasil C18 200x4 5µm. A fase móvel da cromatografia foi: KH2PO4 0,05M, H3PO4 0,03 M, pH
2,4; Acetonitrilo; H2O = 19:2:19 (v/v/v), com um fluxo de 1 ml/min num Surveyor System (Thermo
Scientific; Waltham, Massachusetts, EUA). A quantificação foi obtida através de curvas de
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calibração para as áreas dos picos detectados nos cromatogramas usando nucleótidos puros
(citosina e 5-metilcitosina).
Análise Estatística
A análise bivariada foi realizada com recurso ao teste t-Student ou teste de Mann-Whitney para
variáveis contínuas e o teste de qui-quadrado para variáveis categóricas. O nível de significância
estatística foi estabelecido para P < 0,05. Toda a análise estatística foi realizada utilizando o
software SPSS versão 17.0
RESULTADOS
As frequências genotípicas e alélicas foram determinadas para os cinco polimorfismos estudados
e são apresentadas na Tabela 2.
Tabela 2 – Frequências alélicas e genotípicas dos polimorfismos dos genes MTR, MTHFR, SHMT1 e TYMS
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Para todos os polimorfismos a distribuição genotípica encontrava-se em equilíbrio de Hardy-
Weinberg. Foi calculada a expressão relativa de cada gene nas amostras tumorais, tendo sida
classificadas como sub-expressão, expressão normal ou sobre-expressão, conforme tinham
expressão relativa abaixo 0.5, entre 0,5 e 2 ou acima de 2 respectivamente (Tabela 3) (Figura 2).
Tabela 3 – Expressão relativa nas amostras tumorais
Gene Expressão Tumoral Relativa
1
Sub-Expressão Normal Sobre-Expressão
MTR 12.9% 32.3% 54.8%
MTHFR 38.7% 32.3% 29%
SHMT1 29% 29% 42%
TYMS 12.9% 6.5% 80.6%
1- Sub-expressão: expressão relativa inferior a 0,5; Normal: expressão relativa entre 0,5 e 2; Sobre-expressão:
expressão relativa superior a 2.
Figura 2 – Expressão tumoral relativa por amostra. A – Expressão relativa de MTHFR; B – Expressão
relativa de MTR; C – Expressão relativa de SHMT1; D – Expressão relativa de TYMS. Sub-expressão:
barras brancas; Expressão normal: barras cinzentas; Sobre-expressão: barras pretas.
Observou-se uma expressão superior em amostras de tumor, quando comparado com amostras
de mucosa normal, para os genes MTR e TYMS (P <0,05). Aproximadamente 55% das amostras
de tumor apresentavam sobre-expressão do gene MTR, enquanto para o gene TYMS foi
identificada sobre-expressão em 80% das amostras de tumor. Também encontrámos uma
correlação estatisticamente significativa entre a expressão do gene da MTR e o gene da TYMS
já que 64% das amostras que se encontravam sobre-expressas para o gene da TYMS também
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se encontravam sobre-expressas para o gene da MTR (p <0,05). Para os genes da SHMT1 e da
MTHFR não foram encontradas diferenças estatisticamente significativamente entre a expressão
nas amostras tumorais e nas amostras da mucosa normal, embora o gene SHMT1 se tenha
identificado uma ligeira tendência para sobre-expressão (Tabela 3). Identificámos, também, a
expressão de duas isoformas alternativas do gene TYMS, TYMSΔ23 que não contem os exões 2
e 3 e TYMSΔ4 que não contem o exão 4. TYMSΔ23 só foi encontrada em amostras tumorais,
sendo expressas em cerca de 26% das amostras. TYMSΔ4 encontra-se expressa em tecidos
normais e tumorais, sendo encontrados em 48% das amostras de mucosa normal e em 58% das
amostras de tumor. Não foi encontrada diferença estatisticamente significativa na expressão de
TYMSΔ4 entre as amostras normais e tumorais. Em seguida, foram analisados possíveis
correlações entre polimorfismos e os níveis de expressão dos genes nas amostras tumorais. Foi
encontrada uma correlação entre o nível de expressão de TYMS e o polimorfismo de deleção
6pb. O genótipo 6pb/6pb apresenta um maior nível de expressão quando comparado com o
6bp/del e del/del (p < 0,05) (Figura 3). Nenhuma correlação foi encontrada entre a expressão de
TYMS em tumores e o polimorfismo de repetição de 28pb. Também encontrámos uma
associação entre a expressão de SHMT1 e o polimorfismo C1420T. O genótipo CC tem um
menor nível de expressão quando comparado com os restantes genótipos (p < 0,05) (Figura 3).
Nenhuma correlação foi encontrada para a expressão dos genes MTR e MTHFR e os seus
polimorfismos.
Figura 3 – Média da expressão tumoral relativa dos genes SHMT1 e TYMS, de acordo com os respectivos
polimorfismos. As barras representam o IC 95%.
Quando determinamos a percentagem de citosinas metiladas no DNA das amostras dos tecidos
normais e tumorais encontrámos, como esperado, uma hipometilação em amostras de tumor
(4,45% em amostras normais, 3% em amostras de tumor; p < 0,05). Esta hipometilação não se
encontrava contudo correlacionada com os níveis de expressão ou polimorfismos de nenhum
dos genes estudados.
Caracterização do papel dos genes TYMS e MTR no desenvolvimento de Cancro Colo-Rectal
113
DISCUSSÃO
No presente trabalho estudámos a expressão genética em amostras de tumores colo-rectais de
quatro genes do metabolismo do folato em associação com os seus polimorfismos e os níveis de
5-metilcitosina no DNA. A maioria dos estudos realizados anteriormente centrou-se
principalmente na expressão dos genes da TYMS e da MTHFR no CCR (5-7, 11, 16). Do nosso
conhecimento actual, não foi feito nenhum trabalho que estudasse a expressão de MTR e
SHMT1 em carcinomas do cólon e recto. Assim, o nosso estudo é o primeiro olhar para a
expressão destes quatro genes simultaneamente no CCR.
Encontrámos uma sobre-expressão estatisticamente significativa para os genes TYMS e MTR
em amostras de tumor quando comparadas com amostras de mucosa normal adjacente. Alguns
estudos têm demonstrado que a expressão mais elevada do gene da TYMS em amostras de
tumor está associada com uma pior resposta à quimioterapia e uma taxa de sobrevivência
inferior (7, 8, 12, 13). Esta expressão superior pode ser explicada pela maior necessidade de
nucleótidos por células tumorais por causa das elevadas taxas de replicação devido à acelerada
divisão celular (17). Dado que a actividade da TYMS é a única maneira sintetizar timidilato de
novo, espera-se que células de divisão rápida precisem de ter níveis mais elevados de TYMS. A
sobre-expressão do gene da MTR é descrita pela primeira vez, do nosso conhecimento, em
amostras de tumores do CCR. O papel principal da MTR é converter a homocisteína para
metionina, transferindo um grupo metil do 5-MTHF, fornecendo o substrato para a metilação de
DNA nas células (18, 19). Como se sabe, as células tumorais apresentam um baixo nível de
metilação do DNA (20). Assim espera-se que estas células não precisem de níveis elevados de
metionina para a metilação e portanto poderiam ter uma menor expressão de MTR. Podemos
então colocar a hipótese de que, nas células cancerígenas, a expressão de MTR é maior para
evitar a “armadilha do metilfolato". A MTR recicla 5-MTHF, resultante da actividade da MTHFR e
da ingestão de folato através da dieta. O produto desta reacção é o THF que será convertido em
5,10-MTHF pela enzima SHMT1 (21). O 5,10-MTHF é o substrato para a actividade da TYMS,
por isso é essencial para a produção de timidilato (9). Uma baixa expressão de MTR resultaria
na acumulação de 5-MTHF e, consequentemente, uma menor quantidade de THF disponível,
originando a "armadilha do metilfolato" (21). Isso resultaria num nível baixo de substrato para
TYMS levando a uma menor produção de timidilato, impedindo as células cancerígenas de se
dividirem. Assim as células cancerígenas necessitariam de manter os níveis da enzima MTR de
forma a manterem a produção de THF necessário para a produção de timidilato e
consequentemente para a divisão celular. Com a correlação, referida anteriormente, entre a
expressão de TYMS e MTR na mesma amostra (p < 0.05) esta hipótese é reforçada. Zhang et al
mostraram anteriormente que, num painel de células cancerígenas, os tempos de duplicação
estão correlacionados com os níveis de expressão da MTR (22). Desta forma, nós somos os
primeiros a mostrar que as células de amostras de CCR precisam ter alta expressão de TYMS
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para a divisão celular rápida, mas também alta expressão de MTR para, indirectamente,
fornecerem o substrato para a actividade de TYMS.
A expressão das isoformas de splicing alternativo também é um resultado interessante.
Descobrimos que das isoformas encontradas TYMSΔ23 expressa apenas em amostras de tumor
e a TYMSΔ4 expressa em amostras de mucosa normal e de tumor, embora com uma expressão
mais elevada em tumor. Estas isoformas, identificadas por Hisatomi et al (23), mantêm a ORF de
transcrição normal e têm todos os elementos necessários para produzir uma proteína, embora
essas proteínas nunca tenham sido identificadas. No entanto estes transcritos podem
desempenhar um papel importante na célula, mesmo que eles não sejam traduzidos. A TYMS
possui um mecanismo de auto-regulação, inibindo a tradução do seu próprio mRNA ligando-se à
região 5' proximal (24, 25). As isoformas mantêm as regiões que permitem a ligação da enzima
ao mRNA. Desta forma, a sua sobre-expressão em células cancerígenas, poderá promover a
tradução do transcrito normal,uma vez que a enzima TYMS poderá estar a ligar-se a estes
mRNA em vez de inibir a tradução do mRNA completo. Esta hipótese precisa de mais testes mas
ela mostra que estas isoformas alternativas podem desempenhar um papel importante na
regulação da expressão da TYMS.
Os genes MTHFR e SHMT1 não apresentaram uma alteração significativa da sua expressão em
células de tumorais, embora o gene SHMT1 tenha evidenciado uma tendência de aumento da
expressão nestas células. Estes resultados mostram também a regulação do ciclo do folato, de
forma a favorecer a actividade da TYMS em células cancerígenas. A tendência para maior
expressão de SHMT1 pode ser explicada pelo facto de a sua actividade ser essencial para
fornecer o substrato da TYMS. Assim uma maior actividade de TYMS necessitará de mais
substrato e portanto de uma maior expressão de SHMT1. Quanto à expressão de MTHFR, esta
permaneceu inalterada em amostras tumorais quando comparadas com a mucosa normal
adjacente. Este resultado suporta a nossa hipótese tendo em consideração que MTHFR e TYMS
competem para o mesmo substrato (5,10-MTHF). Níveis inalterados de MTHFR sugerem que
células tumorais favorecem a utilização do 5,10-MTHF para a actividade da TYMS, e não para a
actividade da MTHFR. Níveis baixos de expressão da MTHFR têm sido anteriormente
associados com piores prognósticos clínicos de pacientes com CCR (5).
Quando avaliámos possíveis associações entre os níveis de expressão e os polimorfismos dos
genes encontrámos duas associações significativas: o polimorfismo de deleção de 6pb TYMS
com a expressão de TYMS e o polimorfismo SHMT1 C1420T com a expressão de SHMT1. No
polimorfismo de deleção 6pb TYMS, descobrimos que indivíduos com o genótipo 6bp/6bp
apresentam um maior nível de expressão do mRNA do gene quando comparado com indivíduos
com outros genótipos. Este resultado encontra-se de acordo com os resultados obtidos por
outros estudos que sugerem que o alelo del está associado uma instabilidade do mRNA (26).
Não encontrámos nenhuma associação entre o polimorfismo de repetição de 28pb TYMS e o
nível de expressão de TYMS. No caso do polimorfismo SHMT1 C1420T, descobrimos que o
genótipo CC se encontra associado com um menor nível de expressão de SHMT1 quando
comparado com os outros genótipos. Este resultado é um pouco mais difícil de explicar, uma vez
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que não há nenhuma evidência sobre o papel do polimorfismo C1420T na enzima. No seu
conjunto, estes resultados estão de acordo com os resultados obtidos pelo nosso grupo em
estudos anteriores onde se verificou que o alelo del do polimorfismo 6bpdel TYMS (27) e o alelo
de C do polimorfismo C1420T SHMT1 (28) (aqueles associados aqui com menor expressão)
apresentaram um risco menor de desenvolver CCR. Isto vem ao encontro da hipótese referida
anteriormente, as células cancerígenas necessitam ter níveis de expressão elevados de TYMS e
SHMT1 para manterem a sua capacidade de divisão.
No estudo dos níveis de metilação encontrámos, como esperado, um nível inferior de 5-
metilcitosina nas amostras tumorais. No entanto não encontrámos nenhuma associação
significativa com qualquer um dos níveis de expressão dos genes. Tal poderá estar relacionado
com o facto de que a hipometilação das células cancerígenas ser um evento precoce na
carcinogénese (29, 30), tornando-se difícil associá-lo com níveis de expressão de genes em
células cancerígenas que se encontram em estadios mais tardios.
Em resumo, este trabalho mostra que as células cancerígenas parecem controlar a expressão
dos genes do ciclo do folato de forma a favorecer a produção de timidilato, pela sobre-expressão
dos genes TYMS, MTR e SHMT1. Esta regulação da expressão estará relacionada com a
necessidade de nucleótidos por parte das células cancerígenas para permitir a sua rápida
divisão. Concluímos, também, que o polimorfismo de deleção de 6bp TYMS e o polimorfismo
C1420T SHMT1 estão associados com diferentes níveis de expressão dos seus genes, apoiando
as conclusões anteriores do nosso grupo, sugerindo seu papel como factores de risco para o
desenvolvimento de CCR (27, 28).
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IV. ESTUDO 4 – Polimorfismo A2756G MTR como factor de
susceptibilidade para o desenvolvimento de Doença de Crohn
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RESUMO
Introdução: A Doença de Crohn (DC) é uma doença inflamatória do tracto intestinal com origem
multifactorial e que afecta milhões de pessoas em todo o mundo.
Objectivo: Neste estudo avaliámos a associação do polimorfismo A2756G do gene da metionina
sintetase (MTR) com o desenvolvimento de DC, assim como a sua interacção com diferentes
nutrientes na evolução da doença.
Metodologia: Foi estudada uma população de pacientes com DC (n=82) e uma população
controlo (n=116). Em ambas as populações foi realizado uma avaliação da ingestão de
nutrientes por questionário de frequência alimentar, assim como foi realizada a determinação do
genótipo para o polimorfismo A2756G MTR por PCR em Tempo-Real com sondas TaqMan.
Resultados: Foi encontrada uma diferença estatisticamente significativa no consumo de folato
entre as duas populações estudadas (P<0,05), não se tendo verificado alterações no consumo
de álcool e de vitamina B12. Foi identificado o baixo consumo de folato como factor de risco para
a existência de manifestações extra-intestinais nos pacientes com DC (P<0,05). Quanto aos
polimorfismos foi possível verificar que os indivíduos com o genótipo AG e os com o genótipo
GG apresentavam uma maior susceptibilidade para desenvolver DC (OR=5,1; IC 95%=2,2-12,0
e OR=16,5; IC 95%=2,3-120,7 respectivamente) quando comparados com os indivíduos AA.
Verificou-se ainda uma associação inversa entre a presença do alelo G e a idade de diagnóstico
dos pacientes (P<0,05). Estes indivíduos apresentam ainda uma menor susceptibilidade para
desenvolver DC na região perianal (OR=0,26; IC 95%=0,08-0,9; P<0,05). Não foi encontrada
qualquer interacção entre a ingestão dos nutrientes estudados e o polimorfismo A2756G MTR.
Conclusão: Estes resultados demonstram um papel importante do polimorfismo A2756G MTR e
do metabolismo do folato no desenvolvimento e evolução da DC.
Palavras-Chave: Doença de Crohn; Folato; Metionina Sintetase; homocisteína
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INTRODUÇÃO
A Doença de Crohn (DC) é uma doença inflamatória do tracto gastrointestinal que afecta milhões
de pessoas em todo o mundo especialmente nos países desenvolvidos, apresentando uma
menor incidência em África e Ásia (1-4).
Esta patologia caracteriza-se por ser uma doença inflamatória transmural que pode envolver
várias regiões do tracto gastrointestinal desde a boca até ao ânus, sendo que entre 40% dos
casos envolvem a regiões do cólon e íleo (5). Os principais sintomas apresentados por doentes
com DC são a dor abdominal, desregulação da função intestinal e a hemorragia rectal (6, 7),
podendo apresentar outros sintomas como náusea, febre, vómito entre outros (8). Para além das
manifestações no tracto gastrointestinal a DC pode apresentar manifestações extra-intestinais
nomeadamente complicações oculares, músculo-esqueléticas, vasculares e renais (9). Algumas
das manifestações extra-intestinais têm sido associadas a um aumento da homocisteína
encontrada em pacientes com DC (10-16). Para além de associada a estas manifestações extra-
intestinais a hiperhomocisteinemia foi associada a uma maior susceptibilidade para o
desenvolvimento de cancro colo-rectal (17). Este aumento da homocisteína tem sido associado à
deficiência de algumas vitaminas nestes doentes, nomeadamente vitamina B6, vitamina B12 e
folato (12, 15). Esta associação poderá estar relacionada com o metabolismo da homocisteína
pela enzima metionina sintetase (MTR). A MTR é uma enzima do ciclo do ácido fólico (Figura 1)
que catalisa a reacção de transferência do grupo metil do 5-metiltetrahidorfolato (5-MTHF) para a
homocisteína dando origem a metionina, tendo a cobalamina (vitamina B12) como cofactor. Em
termos celulares este processo de produção de metionina é extremamente importante pois a
metionina está na origem da SAM que é o principal dador de grupos metil para a metilação de
ácidos nucleicos e proteínas na célula (18-20).
O gene MTR contém o polimorfismo A2756G que corresponde a uma substituição não-sinónima
de uma adenina por uma guanina, resultando na alteração de um ácido aspártico por uma glicina
(D919G) na proteína (18, 19, 21). Existem, no entanto, estudos que relacionam o alelo G a um
aumento da homocisteína e diminuição da metilação, associando esta alteração a uma menor
actividade da enzima MTR (22-25). No entanto poucos estudos têm sido efectuados na tentativa
de relacionar este polimorfismo com a DC, e nenhum deles feito fora do continente asiático (23,
26).
Assim com este estudo propomos investigar uma possível associação entre o polimorfismo MTR
A2756G e a susceptibilidade para o desenvolvimento ou evolução da DC, assim como a sua
interacção com a ingestão de diversos nutrientes.
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Figura 1. Ciclo do Folato
As enzimas encontram-se em negrito e itálico. CBS (cistationina-β-sintase), DHFR (dihidrofolato reductase), MTR 
(metionina sintetase), MTHFR (metilenotetrahidrofolato reductase), SHMT (serina hidroximetiltransferase), TS (timidilato
sintetase). 5,10-metilenoTHF (5,10 metilenetetrahidrofolato), 5-metilTHF (5-metiltetrahidrofolato), 10-formilTHF (10-
formiltetrahidrofolato), DHF (dihidrofolato), dTMP (deoxithimidina monofosfato), dUMP (deoxiuridina monofosfato), SAH
(S-Adenosilhomocisteina), SAM (S-adenosilmetionina), THF (tetrahidrofolato), VitB6 (vitamina B6), VitB12 (vitamina B12)
OBJECTIVO
O objectivo deste estudo foi investigar o papel do polimorfismo A2756G do gene MTR como
factor de susceptibilidade na DC, assim como factor influenciador no fenótipo da doença.
Investigámos também o papel da ingestão dietética de determinados nutrientes, nomeadamente
de folato, vitamina B12 e álcool, no fenótipo da doença e a sua possível interacção com o
polimorfismo A2756G MTR.
METODOLOGIA
Pacientes com Doença de Crohn e População Controlo
Para este estudo foram seleccionados 82 pacientes com DC diagnosticada, provenientes do
Instituto Português de Oncologia Francisco Gentil (IPOFG) e do Hospital Universitário de Santa
Maria de Lisboa. Os critérios de diagnóstico haviam sido estabelecidos previamente (28), tendo a
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actividade da doença sido classificada de acordo com o Índice Harvey-Bradshaw (IHB) (29). O
IHB determinado corresponde ao valor determinado em pelo menos 3 das consultas efectuadas
durante o último ano. Nesta população constavam 33 indivíduos do sexo masculino (40,2%) e 49
do sexo feminino (59,8%) sendo a idade média 39,5±14,0 anos. Foram seleccionados 116
indivíduos provenientes do grupo de dadores de sangue ou voluntários do IPOFG, sem histórico
de doença inflamatória do intestino, de forma a constituírem uma população controlo. Neste
grupo constavam 51 indivíduos do sexo masculino (44%) e 65 do sexo feminino (56%) com uma
idade média de 49,7±11,8 anos.
Todos os indivíduos seleccionados deram o seu consentimento informado por escrito antes do
início do estudo, estando os resultados daí resultantes sujeitos a anonimato. O estudo foi
realizado de acordo com os critérios da declaração de Helsínquia (30) aprovado pelos Comités
Cientifico de Ética do Instituto Português de Oncologia Francisco Gentil (IPOFG) e do Hospital
Universitário de Santa Maria.
Avaliação Nutricional
A avaliação da ingestão nutricional foi realizada através de um questionário semi-quantitativo de
frequência alimentar devidamente validado para a população portuguesa (31). Foi solicitado aos
participantes do estudo que recordassem os seus hábitos alimentares no ano anterior ao
inquérito. No questionário os indivíduos tinham 86 itens alimentares, com 9 respostas possíveis
relativamente à frequência média de consumo (nunca ou menos que uma vez por dia até seis ou
mais vezes por dia), e com três respostas possíveis para a porção (menor, igual ou superior à
porção média). Os dados foram analisados numa base de dados modificada do software Food
Processor Plus, versão 7 (ESHA Research, Salem, OR), que inclui alguns itens de alimentos
Portugueses e permite a quantificação dos diferentes macro e micronutrientes. Foram também
incluídos e quantificados nesta análise suplementos vitamínicos a que alguns indivíduos estavam
sujeitos.
Genotipagem
Aos pacientes com DC foi recolhido sangue total por via venosa, tendo sido extraído
posteriormente o DNA através do método de fenol-clorofórmio. Aos indivíduos da população
controlo foi recolhido sangue por punção digital para cartão Generation Capture Card Kit-DNA
Purification; DNA Elution (Gentra Systems Inc, Minneapolis, MN), de acordo com o protocolo do
fabricante.
O polimorfismo A2756G do gene MTR foi genotipado por PCR em Tempo-Real, recorrendo a
Assays-by-Design TaqMan para análise de discriminação alélica (Applied Biosystems, Foster
City, California, EUA). As reacções foram realizadas com a mistura de: 4 μl de DNA genómico, 
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10 µl de iQ™ Supermix (Bio-Rad, Hercules, California, EUA), 1µL de 20X assay mix e ddH2O até
perfazer 20 μl de volume final. Foi usado o seguinte protocolo de amplificação: desnaturação a 
95°C durante 10 min, seguida de 40 ciclos de desnaturação a 92°C durante 15 s, e hibridação e
extensão a 60°C durante 1 min. Todas as reacções foram realizadas no iCycler iQ Multicolor
Real Time PCR Detection System (Bio-Rad, Hercules, California, EUA). O genótipo foi
determinado de acordo com a fluorescência emitida pelas sondas específicas para cada alelo.
Análise Estatística
Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão, como número (e percentagem) de
indivíduos, ou como odds ratio (OR) com IC de 95%. A análise bivariada foi realizada utilizando o
teste t de Student ou teste Mann-Whitney para variáveis contínuas, e o teste qui-quadrado para
variáveis categóricas. Foi usada regressão logística múltipla para avaliar as variáveis
relacionadas com o risco de CCR. A significância das interacções foi calculada através do teste
likelihood ratio comparando o modelo de interacção com outro contendo apenas o efeito de 2
variáveis. O nível de significância foi estabelecido para um P<0,05.
A análise estatística foi realizada através do software SPSS versão 17.0 para WINDOWS (SPSS
Inc, Chicago, Illinois, EUA)
RESULTADOS
As características dos pacientes com DC (33 homens (40,2%) e 49 mulheres (59,8%); média de
idades 39,5±14,0 anos) encontram-se descritas na Tabela 1. Podemos verificar na Tabela 2 a
ingestão média diária de macro e micronutrientes na população de pacientes e na população
controlo. A avaliação da ingestão dos macronutrientes e de alguns micronutrientes havia sido
analisada anteriormente para esta população (32). Neste estudo demos particular atenção a
nutrientes envolvidos nas reacções metabolizadas pela MTR, nomeadamente o consumo de
folato, vitamina B12 e álcool. Dado que a ingestão energética foi significativamente inferior
(P<0,05) nos doente em comparação com os controlos, a ingestão dos macro e micronutrientes
foi ajustada para a ingestão energética. Tal como reportado anteriormente (32), na comparação
entre os dois grupos é possível observar que, para além da ingestão calórica, existem diferenças
estatisticamente significativas na ingestão de glícidos e fibra, não havendo diferenças no
consume de proteínas e gordura total. Nos nutrientes micronutriente verificámos uma diferença
estatisticamente significativa entre os dois grupos para o consumo de folato, não havendo
diferenças no que se refere ao consumo de álcool e vitamina B12.
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Tabela 1 – Características dos pacientes de DC
Característica
Idade de diagnósticoa (anos) 28,5 ± 11,7
























a – Média ± Desvio padrão. b – Percentagem (n).
Tabela 2 - Ingestão Média Diária de Macro e Micronutriente
Nutrientes Doentes de Crohn Controlos P
Energia (kcal/d) 2214,2 ± 724,6 3056,3 ± 1013,4 <0,05
Proteínas (g/d) 99,5 ± 36,3 133,1 ± 48,7 NS
Glícidos (g/d) 247,8 ± 110,3 304,7 ± 94,1 <0,05
Gordura total (g/d) 80,8 ± 29,1 135,0 ± 65,5 NS
Fibra (g/d) 20,2 ± 10,2 31,3 ± 11,1 <0,05
Álcool (g/d) 2,8 ± 9,1 20,7 ± 49,4 NS
Vitamina B12 (µg/d) 7,8 ± 6,4 13,1 ± 7,0 NS
Folato (µg/d) 221,5 ± 187,0 457,9 ± 144,1 <0,05
Os dados relativos à ingestão nutricional estão expressos como média ± desvio padrão.
Teste de análise univariada comparando casos e controlos, ajustados para consumo de calorias.
NS = Não significativo.
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Na população dos pacientes foi ainda estudada a possível associação da ingestão dos nutrientes
com as manifestações e características da doença. Foi possível observar uma relação inversa
entre o consumo de folato e a presença de manifestações extra-intestinais da doença (P<0.05)
Os pacientes que apresentam manifestações extra-intestinais têm um consumo de folato inferior
aos restantes pacientes. Não foi encontrada qualquer outra associação entre a ingestão de
nutrientes e características da doença.
Podem-se observar na Tabela 3 os dados relativos às frequências genotípicas do polimorfismo
A2756G do gene MTR nas duas populações estudadas. Foi encontrada uma diferença
estatisticamente significativa entre as distribuições genotípicas nas duas populações (P<0.05).
Os indivíduos heterozigóticos apresentam um risco cinco vezes superior de DC (OR=5,1; IC
95%=2,2-12,0) e os indivíduos homozigóticos GG apresentam um risco 16 vezes superior para a
DC (OR=16,5; IC 95%=2,3-120,7) quando comparados com o genótipo AA.
Tabela 3 – Distribuição Genotípica do Polimorfismo A2756G MTR e Risco de DC
Doentes de Crohn % (n) Controlos % (n) P OR IC 95%
MTR A2756G
AA 26,3% (20) 73,3% (85) 1
AG 64.5% (49) 25,0% (29) <0.05 5,1 (2,2-12,0)
GG 9,2% (7) 1,7% (2) 16,5 (2,3-120,7)
OR – odds ratio
Os valores de P são resultado do teste de q-quadrado. O genótipo AA foi a categoria de referência para o cálculo do OR
(regressão múltipla). OR ajustado para idade e género.
Foi possível observar ainda uma relação entre o polimorfismo A2756G e a idade de diagnóstico
nos pacientes. Os indivíduos que possuem o alelo G (AG e GG) têm uma idade de diagnóstico
significativamente mais precoce quando comparados com os indivíduos AA (26,3±9,6 vs
32,4±12,1; P<0.05). Estes indivíduos apresentam ainda uma redução do risco de apresentarem a
doença com localização perianal (OR=0,26; IC 95%=0,08-0,9; P<0,05) quando comparados com
os indivíduos com genótipo AA. Verificou-se ainda uma tendência para os indivíduos que
possuem o alelo G de apresentarem história familiar. Todos os indivíduos com história familiar
(n=7) apresentavam o alelo G no seu genótipo. Esta associação não apresenta no entanto
valores estatisticamente significativos. Não foram encontradas quaisquer outras associações
entre polimorfismo e outras manifestações da patologia.
No que se refere ao estudo das interacções entre os nutrientes e o polimorfismo no decurso da
doença e suas manifestações foram estudadas as interacções entre o polimorfismo e o consumo
de álcool, fibra, folato e vitamina B12. Não foi encontrada qualquer interacção estatisticamente
significativa entre o consumo destes nutrientes e o polimorfismo A2756G do gene MTR.
Caracterização do papel dos genes TYMS e MTR no desenvolvimento de Cancro Colo-Rectal
128
DISCUSSÃO
Os estudos realizados nos últimos anos têm consolidado os factores genéticos e ambientais
como factores essenciais na determinação da susceptibilidade de DC e na evolução da patologia
(33). No presente estudo foi estudado o efeito do polimorfismo A2756G do gene MTR, bem como
a sua interacção com factores nutricionais, na susceptibilidade da DC e na actividade da
patologia.
As diferenças observadas na ingestão de alguns macronutrientes (glícidos), da fibra e da
ingestão calórica total entre os pacientes com DC e a população controlo haviam sido
previamente descritas e explicadas pelo nosso grupo de trabalho (32). Tais diferenças poderão
estar relacionadas com restrições alimentares por indicação médica ou por iniciativa própria,
influenciando assim o consumo de alguns destes nutrientes (32).
Dos micronutrientes estudados apenas o consumo de folato se encontrava significativamente
reduzido nos pacientes com DC. Esta ingestão diminuída de micronutriente já foi observada em
estudos anteriores (34, 35) podendo estar relacionada com o facto de os doentes evitarem
determinado tipos de alimentos, nomeadamente vegetais, que produzam um maior volume de
resíduos levando a uma aumento do desconforto do doente. Esta diminuição do consumo de
vegetais está directamente relacionada com a diminuição do consumo de folato dado que este
encontra-se essencialmente nos vegetais. No grupo dos pacientes de Crohn foi possível
observar ainda uma associação estatisticamente significativa entre o consumo de folato e a
existência de manifestações extra-intestinais. Indivíduos com menor ingestão de folato têm uma
maior probabilidade de desenvolver manifestações extra-intestinais da doença. Esta é, de nosso
conhecimento, a primeira vez que tal associação é encontrada de forma directa. Este resultado
pode ser explicado pelo facto de o folato estar envolvido em vias metabólicas extremamente
importantes para a célula através do ciclo do folato (36). Alterações no consumo de folato têm
sido associadas a diversas patologias, nomeadamente doenças cardiovasculares, doenças
neurológicas e cancro colo-rectal (37-39). As doenças cardiovasculares e neurológicas são
exactamente dois tipos de manifestações extra-intestinais associadas à DC (40-42). Embora não
haja ainda uma explicação para o aparecimento das doenças neurológicas, para o caso das
doenças cardiovasculares os elevados valores de homocisteína encontrados nos pacientes são
considerados factores de risco (43, 44). O folato é um factor essencial no metabolismo da
homocisteína uma vez que origina 5-metiltetrahidrofolato, um substrato na metilação da
homocisteína em metionina levada a cabo pelo gene MTR (18). Desta forma baixos níveis de
folato podem levar a que exista uma menor concentração de 5-MTHF e assim a reacção não
possa ocorrer levando a uma acumulação da homocisteína, podendo resultar numa situação de
hiperhomocisteinemia. Esta situação é, como já referido anteriormente, um factor de risco para
as doenças cardiovasculares, contribuindo assim para explicar a associação encontrada entre os
baixos consumos de folato e a existência de manifestações extra-intestinais. Assim, é importante
corrigir a alimentação nos doentes com DC de forma a corrigir estas alterações específicas na
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sua ingestão de determinados nutrientes, podendo mesmo recorrer-se a suplementação para
esse efeito (45).
O estudo do efeito do polimorfismo A2756G do gene MTR na DC, do nosso conhecimento
actual, foi apenas realizado na China, não tendo sido encontrada qualquer associação entre
polimorfismo e DC, tendo sido associado a colite ulcerosa (23, 26). Desta forma o nosso estudo
é o primeiro a ser realizado numa população ocidental e é o primeiro a identificar o alelo G do
polimorfismo como factor de susceptibilidade de desenvolver DC. Os nossos resultados
demonstram um risco aumentado até 16 vezes superior para os indivíduos homozigóticos GG. O
gene MTR está envolvido no metabolismo do folato, levando à formação de metionina através de
uma reacção de metilação da homocisteína (18). O papel do polimorfismo não está
completamente esclarecido mas alguns autores associam este polimorfismo a uma diminuição
da actividade da proteína, levando a um aumento da homocisteína (23, 24). O aumento da
homocisteína, por seu turno, parece estar relacionado com o desencadear de uma resposta
auto-imune, podendo estar assim na origem ou na evolução da DC (46). O aumento da
homocisteína pode conduzir a esta resposta auto-imune através da modificação de proteínas
levando ao surgimento de novos antigénios que desencadeariam a resposta auto-imune (46).
Assim fica claro a importância do polimorfismo A2756G na susceptibilidade para a DC.
Encontrámos ainda uma associação entre o polimorfismo e a idade de diagnóstico. Indivíduos
com o alelo G (AG e GG) apresentavam uma idade de diagnóstico significativamente mais baixa
que os indivíduos com o genótipo AA. Esta associação poderá estar relacionada com um evoluir
mais rápido da doença devido ao aumento dos níveis de homocisteína e consequentemente da
resposta auto-imune dos indivíduos como visto anteriormente. Um estudo recente numa
população portuguesa demonstra a existência de correlação entre elevados níveis de
homocisteína e a idade mais baixa dos pacientes, suportando assim os nossos resultados (47).
O alelo G do polimorfismo A2756G surge ainda como um factor de protecção para a presença
perianal da doença. Não encontrámos no entanto qualquer explicação para esta situação, sendo
necessário mais estudos que possam comprovar e ajudar a explicar este resultado.
Desta forma com este estudo podemos concluir que o ciclo do folato parece desempenhar um
papel importante na origem e desenvolvimento da DC nomeadamente através da acção do gene
MTR e do seu substrato, o folato. Este é o primeiro estudo a mostrar uma associação entre o
polimorfismo do gene MTR e a susceptibilidade da DC bem como com a idade de diagnóstico.
Esta associação surge reforçada com o resultado observado entre o consumo de folato e a
possibilidade de manifestações extra-intestinais. No desencadear de todas estas situações
parece estar o aumento homocisteína resultante de uma actividade alterado da metionina
sintetase resultante quer do seu polimorfismo, quer do baixo consumo de folato. Estes resultados
são de extrema importância para a determinação precoce de riscos de desenvolvimento da DC
através do estudo de polimorfismo, bem como para uma modelação da terapia a aplicar aos
doentes de acordo com o seu genótipo de forma a prevenir complicações e levar a uma
remissão mais rápida da doença.
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I. DISCUSSÃO
O conceito do modo como os factores genéticos influenciam o desenvolvimento e aparecimento
de determinadas patologias tem-se alterado e complexificado ao longo dos anos. O paradigma
de patologias causadas por um só gene que segue um padrão mendeliano de hereditariedade
não é aplicável a patologias complexas e com origem multifactorial. Ao não seguirem este
padrão de hereditariedade a identificação de factores genéticos que influenciem estas patologias
tornou-se mais complexa e menos bem sucedida (1, 2). Ao juntarmos a este facto a existência
dos factores não-genéticos que podem influenciar o desenvolvimento da doença, o grau de
complexidade aumenta exponencialmente. Este é o caso das doenças oncológicas onde os
factores genéticos interagem com factores ambientais no desenvolvimento da patologia (3). Dos
factores ambientais o que mais se tem destacado nos últimos anos é o padrão alimentar. A
importância do estudo dos factores nutricionais em conjunto com o estudo do perfil genético dos
indivíduos tem vindo a ser cada vez mais destacada pela comunidade científica, na perspectiva
de melhor se perceber a etiologia de determinados tipos de cancro, bem como na perspectiva de
se poder vir a desenvolver um aconselhamento nutricional personalizado (4, 5). Uma das vias
metabólicas onde a interacção de factores nutricionais e genéticos acontece é o ciclo do folato.
Neste ciclo vários nutrientes, tais como a vitamina B12, vitamina B6 e folato, actuam como co-
factores ou como substratos de diversas enzimas, desempenhando uma papel essencial no
correcto funcionamento da via metabólica (6). Assim, o estudo da influência destes factores
nutricionais, em interacção com factores genéticos (polimorfismos, expressão) de diversos
integrantes do ciclo do folato, no desenvolvimento de certas patologias torna-se pertinente (7).
O conjunto dos quatro estudos apresentados na presente tese tem como objectivo conhecer
melhor o papel das alterações genéticas em genes do ciclo do folato, em interacção com
factores nutricionais e de estilo de vida, não só no desenvolvimento de cancro colo-rectal, mas
também no desenvolvimento de outra patologia do tracto gastrointestinal, a doença de Crohn.
Estes estudos, a serem confirmados, permitirão a longo prazo definir factores de susceptibilidade
e de prognóstico, assim como um aconselhamento nutricional personalizado que permitam uma
diminuição do risco de desenvolver as patologias em estudo.
Cancro Colo-rectal
A influência de factores genéticos e nutricionais no desenvolvimento de CCR tem sido
amplamente estudada nos últimos anos (8). No entanto em Portugal poucos são os trabalhos
que estudaram a influência de factores nutricionais (9-11), e ainda menos os que abrangeram
factores genéticos e nutricionais, no desenvolvimento de CCR (12, 13), sendo que nenhum deles
se debruçou sobre o papel de alterações nos genes do ciclo do folato e a sua interacção com
factores nutricionais.
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Numa primeira abordagem avaliámos a ingestão nutricional, em particular dos nutrientes
envolvidos no ciclo do folato (folato, metionina, vitamina B6, vitamina B12, glicina e serina), em
conjunto com o estudo do polimorfismo A2756G MTR, numa população de pacientes com CCR e
numa população controlo (14). Os resultados da avaliação nutricional permitiram-nos concluir
que dos nutrientes avaliados apenas o consumo do folato estava associado ao desenvolvimento
de CCR. Verificámos que um consumo de folato acima de 407,6 µg/dia tinha um efeito protector
para o desenvolvimento de CCR (OR=0.67; IC95%=0,45 – 0,99; P<0,05). Este resultado está de
acordo com os estudos previamente realizados como foi demonstrado numa recente meta-
análise por Kennedy et al (15), embora existam alguns autores que defendam a hipótese de um
elevado consumo de folato estar associado a um aumento de risco de CCR e não a uma
diminuição (16, 17). De ressalvar no entanto que os resultados obtidos pelos estudos que
associam os níveis elevados de folato a um risco aumentado de CCR, se podem dever a
suplementação por ácido fólico, atingindo-se níveis de folato muito superiores aos valores
obtidos pela alimentação. O efeito protector da elevada ingestão de folato está ligado ao seu
papel no ciclo do folato, nomeadamente como dador de grupos metil essenciais para a metilação
do DNA e também para a produção de timidilato necessário para a reparação e replicação do
DNA (18, 19). É difícil perceber qual destes mecanismos será o principal para levar a um
aumento do risco quando se dá um baixo consumo de folato. Por um lado é sabido que
alterações no padrão de metilação de DNA são um fenómeno precoce no processo
carcinogénico, ocorrendo mesmo antes de ser possível detectar alterações pré-neoplásicas a
nível celular (20). Por outro lado a reparação do DNA é essencial para a manutenção da
integridade genómica, impedindo as quebras cromossómicas devido à incorporação de uracilo
(21). Deste modo verificamos que ambos os processos podem estar na origem do aumento da
susceptibilidade de CCR quando o consumo de folato é baixo, sendo possível que o resultado
observado seja uma conjugação do papel do folato nos dois mecanismos celulares. Existe ainda
uma terceira hipótese para o papel do folato no processo carcinogénico envolvendo o
metabolismo da homocisteína. A homocisteína é metabolizada no ciclo do folato, sendo
convertida em metionina pela enzima MTR, utilizando como substrato 5-MTHF que é originado a
partir do folato proveniente da dieta (22). Uma diminuição do consumo de folato levará a um
aumento dos níveis de homocisteína, podendo originar uma situação de hiperhomocisteínemia
(23). Níveis elevados de homocisteína têm sido associados a um aumento do risco de CCR
devido a um estímulo da proliferação celular (24, 25). Assim, se considerarmos estes três
mecanismos, podemos por a hipótese de que um baixo consumo de folato levará a uma
diminuição dos níveis de metilação, influenciando a regulação da expressão génica, em conjunto
com o aumento da homocisteína, que estimula a proliferação celular, e com uma diminuição dos
níveis de timidilato, o que leva a um aumento da incorporação de uracilo criando instabilidade
genética. Este será assim um ambiente propício ao processo carcinogénico.
Quando estudámos o possível efeito do polimorfismo A2756G MTR verificámos não haver uma
associação do genótipo GG com o desenvolvimento de CCR (OR=0.77; IC95%=0.18 - 3.3).
Estes resultados estão de acordo com os obtidos por outros estudos (26-28) e com uma meta-
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análise recente (29), havendo no entanto alguns estudos que indiquem que o genótipo GG
poderá ser um factor de risco para o desenvolvimento quer de adenomas (30), quer para o
desenvolvimento de adenocarcinomas do cólon (31). Apesar do papel deste polimorfismo no
funcionamento da enzima não estar totalmente esclarecido alguns estudos indicam que possa
estar associado a uma menor capacidade de metabolização por parte desta, levando a uma
diminuição da produção de metionina e de THF, e a um aumento da homocisteína (32-34). Como
referido anteriormente isto poderia levar a uma maior susceptibilidade para o desenvolvimento
de CCR pois iria levar a uma diminuição da metilação do DNA, a uma menor produção de dTMP
devido à menor quantidade de THF disponível para produzir 5,10-MTHF (substrato da TYMS), e
a um estímulo da divisão celular por parte do aumento da homocisteína. O facto de tal não se
verificar poderá ter resultado de uma dissimulação da influência do polimorfismo devido ao efeito
dos baixos níveis de folato observados e pelo efeito encontrado nesta população do polimorfismo
C677T MTHFR. Nesta população verificou-se que os indivíduos com o genótipo TT do
polimorfismo C677T MTHFR tinham uma susceptibilidade 3 vezes superior de desenvolver CCR
(OR=3,01; IC95%=1,3-6,7). Observou-se ainda uma interacção estatisticamente significativa
destes indivíduos com o baixo consumo de folato, levando a que o risco passasse para 14 vezes
(OR=14,0; IC95%=1,8-108,5). A conjugação destes efeitos leva a que dentro da célula haja uma
menor disponibilidade de 5-MTHF, quer pelo baixo consumo de folato, quer pela baixa produção
a partir da reacção catalisada pela MTHFR. Deste modo existirá uma baixa concentração do
substrato da MTR, fazendo com que o possível efeito do polimorfismo A2756G se torne menos
evidente. Independentemente da capacidade de metabolização da enzima, a baixa concentração
de substrato levará sempre a uma situação de risco, com o aumento da homocisteína,
diminuição de metionina e de THF. Outra situação que poderá atenuar um possível efeito deste
polimorfismo é o facto de algumas das alterações provocadas (aumento da homocisteína,
diminuição da metionina) poderem ser compensadas pela célula. Os baixos níveis de metionina
poderão ser parcialmente compensados pela metionina proveniente da dieta. A acumulação da
homocisteína poderá ser compensada pela metabolização desta através de outra via metabólica
envolvendo a enzima cistationina β-sintetase (CBS) produzindo cistationina (35). 
Não foram encontradas quaisquer interacções estatisticamente significativas entre o
polimorfismo A2756G MTR e os outros polimorfismos estudados (MTHFR C677T e SHMT1
C1420T), nem entre o polimorfismo e a ingestão dos nutrientes avaliados (folato, vitamina B6,
vitamina B12, metionina, serina e álcool). Estes resultados são similares aos obtidos por estudos
anteriores (36, 37), embora um deles resulte do estudo de populações com diferente background
genético (Afro-Americanos, Hispânicos e Caucasianos) (36). Um estudo anterior encontrou uma
interacção significativa entre este polimorfismo e o consumo de metionina e de álcool, no risco
de desenvolver adenomas colo-rectais em mulheres (28).
Apesar de o polimorfismo A2756G não ter mostrado uma associação com o risco de
desenvolvimento de CCR, quer por si, quer em interacção com factores nutricionais ou com
outros polimorfismos, encontrou-se uma associação estatisticamente significativa do genótipo
GG com a história familiar de CCR em familiares de primeiro ou segundo grau (OR=3,92;
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IC95%=1,05-14,66). Este resultado reforça a hipótese de o efeito do polimorfismo A2756G estar
encoberto pelo efeito dos baixos níveis de folato e do polimorfismo C677T MTHFR.
Num estudo posterior foi avaliado o papel de dois polimorfismos do gene TYMS no
desenvolvimento de CCR (38). Os polimorfismos estudados foram um polimorfismo de repetição
de 28pb na região promotora do gene que pode conter 2 (2R) ou 3 repetições (3R), e um
polimorfismo de deleção de 6pb na região 3’UTR do gene. Para além do papel dos polimorfismos
foi ainda investigada uma possível interacção entre estes polimorfismos e a ingestão de
nutrientes do ciclo do folato (folato, vitamina B6 e vitamina B12).
Da análise do polimorfismo de repetição verificou-se não haver qualquer diferença
estatisticamente significativa nas duas populações estudadas. Desta forma não se verificou uma
variação do risco de desenvolver CCR para qualquer dos genótipos deste polimorfismo, embora
se verifique uma tendência para o aumento do risco dos indivíduos com genótipo 2R/3R+3R/3R
(OR=1,29; IC95%=0,71-2,36). Os estudos anteriores realizados sobre a importância deste
polimorfismo como factor de risco para o desenvolvimento de CCR têm resultados variáveis.
Alguns destes trabalhos indicam o alelo 3R como factor de risco para CCR (39), enquanto outros
não encontram qualquer associação ou encontram mesmo uma associação inversa (40). Torna-
se assim claro que o efeito deste polimorfismo nesta patologia é muito variável dependendo da
população estudada e, muito provavelmente, de outros factores genéticos e ambientais a que
essa população esteja sujeita. Os estudos realizados até ao momento referem que este
polimorfismo estará envolvido no controlo da expressão do gene, embora haja alguma
discordância sobre a que nível este polimorfismo actuará nesse controlo. Alguns trabalhos
sugerem que este polimorfismo estará envolvido na eficácia da transcrição do gene, regulando
assim os níveis de mRNA da TYMS, sendo o alelo 3R responsável por uma maior taxa de
transcrição (41). Outros autores sugerem que o polimorfismo afectará a eficácia do processo de
tradução do mRNA da TYMS, afectando assim os níveis de proteína, sendo o alelo 3R
responsável por uma tradução mais eficaz (42). De qualquer forma todos os estudos acabam por
mostrar que o alelo 3R levara a uma maior expressão do gene na célula. Dado que a TYMS tem
como função converter o dUMP em dTMP utilizando como substrato o 5,10-MTHFR, mantendo
assim um pool de timinas na célula, essenciais para a reparação e replicação do DNA, seria
expectável à partida que um alelo que levasse ao aumento da expressão do gene (3R) estivesse
associado a uma diminuição do risco de desenvolver CCR. Esta hipótese teria lógica no sentido
em que uma maior quantidade de timinas na célula permitiria que a incorporação de uracilo no
DNA fosse menor e portanto levaria a uma maior estabilidade cromossómica. No entanto sabe-
se que a expressão da TYMS é altamente regulada a nível do ciclo celular, tendo que seguir um
padrão de aumento da expressão nas fases G1 e S, seguido de queda dos níveis de proteína
após a fase S do ciclo (43, 44). Desta forma um alelo que aumente os níveis de expressão da
proteína poderá facilitar o processo de aumento da expressão mas dificultará a diminuição rápida
dos níveis de proteína que é necessário que ocorra para que o ciclo celular se complete de
forma correcta. Alguns estudos mostram também que caso os níveis de TYMS se mantenham
elevados na célula esta poderá ser estimulada a entrar em divisão, dado que a TYMS tem a
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capacidade de inibir a tradução do mRNA do p53 (45, 46). Assim pode-se colocar a hipótese de
o alelo 3R estar associado, embora de forma não estatisticamente significativa no nosso estudo,
a um aumento do risco de CCR pois estará ligado a um estimulo da divisão celular. Outra
hipótese para esta associação surge do facto de TYMS e MTHFR partilharem o mesmo
substrato (5,10-MTHF). Maiores níveis de TYMS na célula levariam a que esta tivesse vantagem
sobre a MTHFR na competição pelo substrato. Assim, a produção de dTMP seria favorecida em
detrimento da produção de 5-MTHF, necessário para a conversão de homocisteina em
metionina, afectando assim a metilação do DNA. Esta possível alteração da metilação do DNA
poderia levar a uma desregulação da expressão génica da célula e, em ultima analise, a uma
desregulação do ciclo celular.
A hipótese sugerida anteriormente é reforçada pelos resultados obtidos para o polimorfismo de
deleção de 6pb na região 3'UTR do gene. Para este polimorfismo foi possível verificar que o
alelo del se encontrava associado, de forma estatisticamente significativa, a um menor risco de
CCR. Os indivíduos com o genótipo 6bp/del+del/del apresentam uma diminuição para menos de
metade do risco de desenvolverem CCR quando comparados com os indivíduos com genotipo
6bp/6bp (OR=0,47; IC95%=0,30-0,72). Estes resultados aqui obtidos contrariam a maioria dos
estudos realizados até ao momento sobre a influência deste polimorfismo em CCR. A maioria
dos estudos não encontra qualquer tipo de associação entre este polimorfismo e o
desenvolvimento de CCR (36, 40). Uma das hipóteses para justificar este resultado é o facto de
a maioria destes estudos se realizarem em populações distintas da analisada por nós, com um
fundo genético distinto, o que poderá influenciar os resultados. Este é dos poucos estudos a
avaliar estes polimorfismos na Europa e o único a fazê-lo numa população do Sul da Europa,
com as consequentes diferenças a nível de fundo genético e de factores ambientais. Estes
resultados seguem a linha dos resultados obtidos para o polimorfismo anterior. O polimorfismo
de deleção afecta o nível de estabilidade e o tempo de semi-vida do mRNA da TYMS. O alelo del
está associado a uma maior instabilidade do mRNA e portanto a uma menor semi-vida deste
(47). Assim, indivíduos com este alelo terão uma menor expressão do gene. Desta forma os
nossos resultados mostram que indivíduos com uma menor expressão do gene (6bp/del+del/del)
têm um menor risco de desenvolver CCR. A hipótese para este resultado segue a mesma
orientação do resultado anterior, uma maior expressão do gene TYMS poderá levar a uma
desregulação a nível do ciclo celular, aumentando assim a probabilidade de surgirem células
neoplásicas. Também como visto anteriormente, este aumento da expressão do gene poderá
levar a uma menor capacidade de metilação do DNA, conduzindo a uma desregulação da
expressão genica e consequentemente a uma maior probabilidade de haver instabilidade celular.
Quando combinados os genótipos associados a uma menor expressão (2R/2R, 6pb/del+del/del)
verificou-se uma redução superior do risco de desenvolver CCR, reforçando a associação entre
os níveis de TYMS e o risco de CCR (OR=0,42; IC95%=0,29-0,73).
Para qualquer um dos polimorfismos estudados não foram encontradas interacções com a
ingestão dos nutrientes estudados, como forma de modelar o risco. A ingestão de folato,
vitamina B6 e vitamina B12, parece não influenciar de forma directa o risco associado aos
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polimorfismos da TYMS estudados. Tal poderá dever-se ao facto de a TYMS não estar
dependente directamente de nenhuma destas vitaminas, embora dependa do consumo de folato
como forma de fornecer os grupos metil necessários à conversão de dUMP em dTMP. Outra
hipótese poderá resultar do facto de, com excepção do folato, a grande maioria dos indivíduos
estudados apresenta uma ingestão diária destas vitaminas muito superior à dose diária
recomendada, fazendo assim com que as variações entre indivíduos não reflictam
necessariamente carências nutricionais suficientes para influenciar a modulação do risco de
desenvolver CCR. Numa análise posterior foi possível observar uma interacção estatisticamente
significativa entre o polimorfismo de deleção da TYMS e o polimorfismo C677T MTHFR.
Indivíduos com um genótipo 6bp/6bp+TT tinham um rico aumentado em 4,5x (OR=4,5;
IC95%=1,52-13,30). Este resultado demonstra que uma diminuição da actividade da enzima
MTHFR associada a uma alta expressão da TYMS, leva a um aumento do risco, possivelmente
por levar a que a produção de dTMP seja favorecida em relação à produção de 5-MTHF que
levaria à produção de metionina e posteriormente à metilação do DNA.
Os resultados obtidos no terceiro estudo ajudaram a consolidar as hipóteses sugeridas
anteriormente. Neste estudo foi investigada a expressão de 4 genes do ciclo do folato (TYMS,
MTR, MTHFR, SHMT1) em biópsias de CCR. Neste estudo verificou-se uma sobreexpressao
estatisticamente significativa dos genes TYMS e MTR em amostras tumorais quando
comparadas com as amostras de tecido normal adjacente. Embora os outros dois genes
estudados não apresentassem resultados estatisticamente significativos, verificou-se também
uma tendência para sobreexpressao no gene SHMT1. Encontrou-se ainda uma relação directa
entre os níveis de expressão dos genes TYMS e MTR (P<0,05). Estes resultados podem ser
associados a necessidade de uma rápida divisão por parte das células tumorais. As células para
que a sua divisão possa ocorrer necessitam de ter disponível timidina obtida a partir da reacção
metabolizada pela TYMS. Desta forma uma elevada expressão da TYMS será essencial para
que as células tumorais tenham à sua disposição quantidade suficiente de timidina essencial
para a sua rápida taxa de divisão. No entanto, olhando para o ciclo do folato e para os
resultados, verificamos que nas células tumorais a enzima MTR necessita de ter uma elevada
expressão. Este resultado poderia ser intrigante dado que um dos produtos resultantes da
actividade da MTR é a metionina, essencial para a metilação de DNA. Como é sabido a células
tumorais apresentam uma hipometilação generalizada do seu DNA, levando a crer numa baixa
necessidade de metionina por parte destas células (48). No entanto este resultado pode ser
explicado recordando que a TYMS para conseguir produzir timidilato necessita de efectuar uma
transferência de um grupo metil para a dUMP. Este grupo metil, em última análise, terá a sua
origem no folato ingerido na alimentação, que será posteriormente convertido em 5-MTHF,
entrando assim no ciclo do folato. O 5-MTHF é substrato da enzima MTR sendo convertido em
THF que será metabolizado em 5,10-MTHF (Substrato da TYMS) pela enzima SHMT1. Assim,
para que a enzima TYMS tenha disponível uma grande quantidade de substrato, e necessário
haver elevada actividade da enzima MTR de modo a que os grupos metil proveniente do folato
cheguem à enzima TYMS. Caso não haja uma elevada expressão da enzima MTR o 5-MTHF
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poderá ficar aprisionado, acabando mesmo por ser perdido pela célula, diminuindo assim a
capacidade de produção de dTMP pela TYMS. Os nossos resultados vêm comprovar
exactamente esta hipótese, mostrando a correlação entre a sobreexpressão do gene da TYMS e
da MTR. Este estudo mostrou ainda a tendência para a sobreexpressão do gene da SHMT1,
também ele essencial para este processo uma vez que é responsável pela conversão do THF
em 5,10-MTHF. Deste modo, mostramos que o comportamento das células tumorais, a nível da
regulação do ciclo do folato, actua no sentido de favorecer a actividade da enzima TYMS e
consequentemente a produção de dTMP, sendo que para tal objectivo seja atingido também a
expressão dos genes da MTR e SHMT1 seja aumentada, de modo a manter um fluxo de grupos
metil provenientes da alimentação. É importante também referir o estudo da expressão dos
transcritos alternativos do gene TYMS (TYMS Δ23; TYMSΔ4). Estes transcritos encontram-se
mais expressos em células tumorais, sendo um deles exclusivo destas células (TYMS Δ23).
Apenas um estudo anterior ao nosso havia analisado a expressão destes transcritos, tendo
obtido resultados semelhantes (49). O papel destes transcritos nas células tumorais não é
conhecido, sabendo-se apenas que ambos mantêm a grelha de tradução do transcrito original,
deixando assim aberta a hipótese de poderem originar proteínas. No nosso estudo colocámos
algumas hipóteses para o papel destes transcritos nas células tumorais. Mesmo que não dêem
origem a proteínas, estes transcritos poderão participar na regulação da actividade celular. A
TYMS possui um mecanismo de auto-regulação da sua tradução, em que a proteína se liga ao
próprio mRNA impedindo a tradução do mesmo. Estes transcritos alternativos mantêm a
sequência que permite a ligação das proteínas às regiões de inibição. Assim, nas células
tumorais estes transcritos podem funcionar como alvos de inibição por parte das proteínas da
TYMS permitindo que os transcritos completos fiquem livres, possibilitando assim às células
continuar a aumentar os níveis de TYMS, contornando a sua auto-regulação.
Da investigação da relação entre os níveis de expressão e os polimorfismos determinou-se a
associação entre o polimorfismo de deleção do gene TYMS e os níveis de expressão do mesmo.
Verificou-se que o alelo del está associado a baixos níveis de expressão do gene TYMS em
células tumorais. Este resultado reforça o facto de no estudo anterior termos encontrado um
menor risco para desenvolver CCR para os indivíduos com o alelo del presente no seu genótipo.
Não foi encontrada qualquer relação entre o polimorfismo de repetição de 28pb e os níveis de
expressão. Este resultado pode ser explicado pelo facto de este polimorfismo afectar a
expressão da TYMS ao nível da tradução, não tendo portanto implicações ao nível da produção
de mRNA. Foi encontrada ainda uma associação estatisticamente significativa entre o
polimorfismo C1420T SHMT1 e os níveis de expressão do gene. Os indivíduos com o alelo T
apresentam níveis mais elevados de expressão do gene SHMT1 em células tumorais. Tendo em
consideração a hipótese por nós sugerida anteriormente, de que níveis elevados de SHMT1 são
essenciais para as células tumorais fazerem circular os grupos metil, esta associação com o
alelo T explica um resultado obtido num dos estudos anteriores onde se encontrou um aumento
do risco de CCR para os indivíduos homozigóticos TT (OR.=2,6; IC95%=1,1-5,9) (14).
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Não se encontrou qualquer associação entre os níveis de expressão ou polimorfismos dos vários
genes estudados e os níveis de metilação do DNA nas células tumorais. Seria expectável que
alterações nos genes investigados por nós, nomeadamente no gene MTR, provocassem
alterações na metilação do DNA. O facto de não se ter encontrado qualquer associação poderá
estar relacionado com o facto de a hipometilação do DNA ser um acontecimento relativamente
precoce e com uma progressão exponencial no processo carcinogénico. Assim, ao analisarmos
amostras tumorais em estadio avançado não é possível descortinar uma possível influência das
alterações estudadas na metilação do DNA. O efeito destas alterações, caso exista, será mais
facilmente identificado em lesões pré-neoplásicas, uma vez que estaremos a analisar o início do
processo, observando as alterações susceptíveis de originar as células tumorais.
Doença de Crohn
Num estudo anterior, desenvolvido pelo nosso grupo de trabalho, havia sido identificado o baixo
consumo de folato como factor de risco de desenvolvimento de DC (50). Desta forma foi decidido
analisar o possível efeito do polimorfismo A2756G MTR no desenvolvimento de DC, assim como
a sua interacção com factores nutricionais como a ingestão de folato, álcool e vitamina B12. Um
dos primeiros resultados obtidos foi a associação entre o baixo consumo de folato e a
apresentação de manifestações extra-intestinais da doença (P<0,05). Algumas das
manifestações extra-intestinais apresentadas pelos pacientes com DC sao as doenças
cardiovasculares e neurológicas. Apesar de para o caso das doenças neurológicas não haja
ainda uma explicação satisfatória, para o caso das doenças cardiovasculares sabe-se que níveis
elevados de homocisteina são considerados como factor de risco (51). Para além disso diversos
estudos têm demonstrado a existência de homocisteína elevada em pacientes com DC (52, 53).
Como vimos anteriormente, o folato está envolvido no metabolismo da homocisteína, na medida
em que é convertido em 5-MTHF, o substrato necessário para que a enzima MTR metabolize a
homomocisteína em metionina (22). Assim, níveis baixos de folato implicarão níveis mais
elevados de homocisteína, constituindo um risco de desenvolvimento de outras patologias
associadas a DC. É sabido também que pacientes com DC têm uma maior probabilidade de
virem a desenvolver CCR (54). Tal como vimos nos estudos anteriores, também para o CCR o
baixo consumo de folato é um factor de risco, estabelecendo assim, o ciclo do folato como uma
ponte entre o desenvolvimento destas duas patologias.
O estudo do polimorfismo A27566G MTR revelou a existência de uma associação entre o alelo G
e o desenvolvimento de DC (indivíduos AG: OR=5,1; IC95%=2,2-12,0; indivíduos GG: OR=16,5;
IC95%=2,3-120,7), sendo esta a primeira vez que tal associação é encontrada. Verificou-se
ainda que todos os indivíduos que apresentavam história familiar de DC aparentavam um
genótipo com o alelo G presente. Tal como discutido anteriormente o papel deste polimorfismo
não esta completamente esclarecido, embora alguns estudos associem o alego G a uma menor
capacidade de metabolização da enzima e portanto a uma maior acumulação de homocisteina.
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Desta forma a homocisteina parece estar envolvida, de algum modo, não só no aparecimento de
manifestações extra-intestinais, mas também no surgimento da própria doença. Alguns autores
sugerem que a homocisteina acumulada nas células irá provocar alterações nas proteínas,
originando assim novos antigénios que desencadearão uma resposta auto-imune (55). Esta
resposta auto-imune poderá estar na base do surgimento e desenvolvimento da DC, justificando
o facto de este polimorfismo e do baixo consumo de folato estarem associados ao
desenvolvimento da doença. Foi ainda verificado que o alelo G do polimorfismo se encontrava
associado a uma idade de diagnostico da doença mais baixa (AG+GG: 26,3±9,6 anos; AA:
32,4±12,1 anos; P<0,05). Um estudo recente numa população portuguesa demonstra haver um
aumento da homocisteina nos pacientes com idade mais baixa (56), reforçando assim as
conclusões por nós retiradas do nosso estudo, o alelo G estará relacionado com um aumento da
homocisteína, levando a um surgimento mais precoce da doença e portanto a uma idade de
diagnóstico mais baixa. O polimorfismo A2756G desempenha assim um papel preponderante
como factor de diagnóstico da DC, tendo sido associado pela primeira vez a esta patologia.
II. CONSIDERAÇÕES FINAIS
O cancro, em particular o cancro colo-rectal, é uma patologia que continua a ter uma elevada
taxa de mortalidade em todo o Mundo, apesar de todo o esforço de investigação feito nos finais
do século passado e início deste. Com a sequenciação do genoma humano a hipótese do
diagnóstico genético surgiu para inúmeras patologias, entre elas o CCR. No entanto, com o
avançar do conhecimento percebeu-se que esse objectivo seria difícil de atingir, em particular
para patologias com uma etiologia complexa e multifactorial, como o caso do CCR. A
contribuição de múltiplos genes para esta patologia veio trazer um grau de complexidade
elevado à sua investigação. Poucos são os genes de penetrância completa que estão na origem
desta doença; a maioria dos genes tem penetrância incompleta, sendo que a maioria deles
continua por identificar como factores de susceptibilidade. Desta forma, a investigação de genes
que contribuam para a predisposição do desenvolvimento de CCR é essencial de forma a melhor
entender os mecanismos na base desta patologia. Estes factores genéticos podem no entanto
ser modulados por factores ambientais tais como a nutrição. Os factores nutricionais têm
captado nos últimos anos a atenção dos investigadores, da indústria e do público em geral
enquanto factores promotores ou protectores de determinadas patologias. Do juntar destes dois
mundos surgiu o conceito de Nutrigenética: factores genéticos e nutricionais em interacção no
aparecimento e desenvolvimento das patologias.
O estudo do ciclo do folato, enquanto via metabólica onde se encontram em interacção factores
genéticos e nutricionais, surge assim como um objectivo essencial para um melhor
conhecimento das origens e desenvolvimento do CCR e DC.
Este trabalho ao investigar os genes MTR e TYMS abrangeu dois dos processos metabólicos
mais relevantes da célula a nível genético: metilação e replicação do DNA. Os nossos resultados
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permitiram estabelecer um factor de protecção para o desenvolvimento de CCR (alelo del
polimorfismo de deleção de 6pb da TYMS) numa população portuguesa. Foi-nos possível
verificar que estes factores de susceptibilidade ou protecção podem ser modulados pela
existência de outros polimorfismos no mesmo gene ou em genes diferentes do ciclo do folato
(MTHFR, por exemplo) e por factores nutricionais, como no caso dos níveis de ingestão de
folato. A perspectiva global da expressão dos genes veio reforçar a ideia de que uma regulação
complexa e que envolve vários genes do ciclo do folato permite que as células evitem o processo
oncogénico. Um equilíbrio entre o fluxo de grupos metil para o processo de metilação e para o
processo de síntese de dTMP é essencial para o bom funcionamento celular. Mais do que cada
factor individualmente, apenas o estudo global dos vários polimorfismos nos diferentes genes,
níveis de substrato e cofactores permitirão estabelecer os mecanismos na base do aparecimento
de patologias como CCR e DC. Este trabalho conseguiu alcançar algum conhecimento sobre
este equilíbrio, nomeadamente entre o funcionamento de MTR e TYMS enquanto genes
fundamentais no ciclo do folato. Com este estudo foi possível compreender um pouco melhor as
mudanças na regulação dos genes do ciclo do folato em células tumorais, e o modo como isso
lhes permitirá manter o seu ciclo de vida com elevada taxa de proliferação.
No que se refere à DC este trabalho permitiu identificar pela primeira vez um factor de
diagnóstico desta patologia envolvendo o gene MTR (polimorfismo A2756G). Esta descoberta
veio trazer uma importância acrescida ao papel do ciclo do folato nas doenças inflamatórias do
intestino, pondo cada vez mais em evidência o papel da homocisteína nestas patologias. A
importância da homocisteína poderá ser também extensível ao CCR, levando assim a que
possamos definir que no ciclo do folato os principais processos metabólicos a serem
considerados são: a síntese de dTMP, a metilação do DNA e a metabolização da homocisteína.
Com o nosso estudo pensamos ter contribuído para um melhor entendimento do papel do ciclo
do folato no desenvolvimento de CCR e DC, sendo um ponto de partida para futuras
investigações que possa revelar cada vez melhor as complexas interacções metabólicas desta
via e a sua influência nas patologias estudadas. Acreditamos que no futuro estes estudos
permitirão que o estudo do ciclo do folato tenha cada vez mais uma relevância fundamental a
nível de diagnótico e terapêutica destas patologias.
Algumas sugestões para alguns destes futuros estudos poderão ser:
- Investigação da possível tradução dos transcritos alternativos da TYMS e actividade metabólica
das enzimas por eles produzidas, caso existam. Isto permitiria trazer um melhor entendimento do
seu papel nas células tumorais e possíveis implicações a nível terapêutico que possam
acarretar.
- Relação dos polimorfismos da TYMS com a inibição da tradução dos mRNA dos genes p53 e c-
myc. Os polimorfismos estudados mostram influenciar os níveis de TYMS. Dado se saber que a
enzima pode inibir a tradução destes genes, seria importante esclarecer se alguns dos efeitos
observados para estes polimorfismos estão relacionados com a inibição do p53 e c-myc.
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- Mapeamento da expressão, quer a nível da transcrição quer a nível da tradução, de todos os
genes do ciclo do folato em células tumorais. Com este estudo poderíamos melhor esclarecer o
modo como o fluxo dos grupos metil ocorre a nível das células tumorais.
- Avaliar o efeito da inibição simultânea da MTR e da TYMS na progressão dos tumores em
pacientes com CCR. Perceber se a interrupção simultânea da actividade destas duas enzimas
teria efeitos benéficos nos pacientes, e sua potencial aplicação terapêutica.
- Avaliação da função do polimorfismo A2756G MTR na capacidade de metabolização da
enzima. Esclarecer o efeito deste polimorfismo no funcionamento do gene.
- Avaliação dos níveis de homocisteína em função dos diferentes polimorfismos dos genes do
ciclo do folato. Este trabalho iria permitir avaliar a hipótese levantada acerca do efeito do
aumento da homocisteína em função dos polimorfismos.
- Avaliação dos polimorfismos da TYMS em pacientes com DC. Com este estudo iríamos
perceber qual o efeito de uma alteração do fluxo dos grupos metil na susceptibilidade para DC.
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